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RESUMEN 
 
 
 
Las células de trofoblasto hacen parte de la placenta y son las encargadas de invadir el 
endometrio materno durante el proceso de implantación del blastocisto; éstas comparten 
muchos circuitos moleculares y características con tumores malignos como el alto nivel de 
proliferación e invasión, de tal forma que su estudio es de gran interés para comprender el 
origen y desarrollo del crecimiento maligno.  
 
En este trabajo se empleó un enfoque proteómico para estudiar la señalización intracelular 
de la línea de trofoblasto pre-maligna HTR8/SVneo, las cuales fueron tratadas con o sin 
suero fetal bovino (SFB 10%) por 15 minutos para obtener el sub-proteoma basal de 
citoplasma por fraccionamiento diferencial con detergentes, y el fosfoproteoma control y 
estimulado por cromatografía de afinidad con metal inmobilizado (IMAC), seguido en 
ambos casos de separación por electroforesis bidimensional (2-DE). Los fosfoproteomas 
fueron comparados usando el software ImageMaster 2D Platinum 7.02 y los spots de 
proteína fueron identificados por cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas 
en tándem (LC/MS/MS). Los resultados mostraron que 49 spots de fosfoproteínas fueron 
diferencialmente fosforilados/activados por el SFB, de los cuales 29 corresponden a 
proteínas de citoplasma. También se obtuvo el proteoma total con o sin estímulo con SFB 
10% por 24 horas, que representa las proteínas expresadas producto de las vías de 
señalización activadas; de 281 spots analizados, se encontraron 236 spots diferencialmente 
expresados de forma significativa (Test Kolmogorov-Smirnov , 0.10 D>0.642), de los 
cuales 130 fueron sobre expresados y 106 fueron inhibidos. Dentro de las proteínas 
identificadas se encuentran filamentos intermedios involucrados en señalización celular y 
transformación maligna, proteínas de choque térmico, proteínas involucradas en el 
metabolismo de glucosa y de nucleótidos, anexina, miembros de la familia chaperonina 
TCP-1 y de la familia de proteínas fetuina. La disminución observada en respuesta al suero 
en la expresión tanto de vimentina como de las enzimas glicolíticas enolasa y PKM2 y la 
enzima IMPDH2, relacionadas con progresión tumoral, puede significar en conjunto un 
comportamiento de tipo maligno en respuesta a la ausencia de suero y al microambiente 
nutricionalmente estresado. Estas proteínas pueden tener un rol biológico importante en las 
vías de señalización activadas en trofoblasto y ser parte de los circuitos moleculares 
compartidos con células cancerosas, contribuyendo a la transformación maligna. 
 
Adicionalmente se comparó el sub-proteoma basal de citoplasma de la línea de trofoblasto 
pre maligna HTR8/SVneo con la línea derivada de trofoblasto maligno o coriocarcinoma, 
JEG-3, encontrando 74 spots de proteína equivalentes, 61 spots presentes únicamente en 
JEG-3 y 43 spots expresados únicamente en HTR8/SVneo. Estos resultados muestran que, 
a pesar de su origen tisular similar, estas células presentan grandes diferencias en cuanto a 
expresión de proteínas citoplasmáticas, las cuales pueden estar vinculadas en la 
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transducción de la señal intracelular asociada con el mantenimiento del fenotipo maligno. 
Se obtuvo también el fosfoproteoma estimulado con SFB por 15 minutos de ambas líneas y 
se compararon, encontrando un mayor nivel fosforilación en el fosfoproteoma de la línea de 
coriocarcinoma, lo que correlaciona con el mayor número de proteínas de citoplasma 
expresadas de forma diferencial en la línea maligna. Estos perfiles de expresión y 
activación proteómica son los primeros conjuntos de datos para líneas derivadas de 
trofoblasto con miras a identificar proteínas claves en el proceso de transformación 
maligna. Asimismo, estos hallazgos brindan nuevos horizontes de investigación en los 
mecanismos de señalización intracelular que pueden estar controlando el origen y 
desarrollo del cáncer.  
 
Palabras Claves: Trofoblasto, Coriocarcinoma, Fosfoproteínas, Vías de transducción de 
señales, Proteómica, Malignización. 
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INTRODUCCIÓN 
 
 
 
El proceso de metástasis es un evento complejo y consiste de múltiples pasos entre los que 
se encuentran: la degradación de la matriz extracelular (MEC), invasión local y 
angiogénesis. Estos primeros pasos son fundamentales para que se dé la migración de un 
tumor primario a un sitio distante, lo cual define la malignidad del tumor. La interrupción 
de una o más de estas interacciones puede conducir a la inhibición o erradicación de la 
metástasis. Por muchos años los esfuerzos para combatir el cáncer se han centrado en la 
destrucción del tumor; no obstante, estos han sido insuficientes debido a la alta 
heterogeneidad biológica de los tumores primarios y metastásicas.  
 
El desarrollo de la metástasis podría representar el crecimiento fortuito de unas pocas 
células tumorales, o la selección a partir del tumor primario de una subpoblación de células 
metastásicas dotadas con propiedades que les permiten su supervivencia. Diferentes 
estrategias se han descrito para determinar qué propiedades son cruciales para la metástasis, 
tales como características de adhesión y capacidad invasiva. Es claro que las células que 
sobreviven y forman colonias secundarias poseen una mayor capacidad metastásica que la 
mayoría de las células en un tumor, lo que ha permitido concluir que la metástasis es un 
proceso selectivo regulado por diferentes mecanismos. 
 
Por otro lado, no todas las células que invaden son cancerosas; un ejemplo de esto es el 
trofoblasto. Las células de trofoblasto hacen parte de la placenta y son las encargadas de 
invadir el endometrio materno durante el proceso de implantación del blastocisto, además 
evaden los efectores de la respuesta inmune materna, siendo de vital importancia para el 
desarrollo fetoplacental. La invasión del trofoblasto a la matriz extracelular del útero es un 
ejemplo de invasión altamente controlado [1, 2]; este proceso comparte muchas 
características con tumores metastásicos, sin embargo se encuentra regulado espacial y 
temporalmente [3].  
 
La comparación de células trofoblásticas con tumores y células cancerosas invasivas ofrece 
un atractivo modelo para comprender el origen y desarrollo del crecimiento maligno. 
Congruente con esto, la identificación de los factores y las vías de señalización que juegan 
un rol en la regulación de la invasividad del trofoblasto a través de la gestación y su papel 
durante el proceso de malignización e invasión tumoral, contribuirá a un mejor 
entendimiento de este proceso de desarrollo único así como constituir claves que indiquen 
la falta de regulación existente en el coriocarcinoma. Gran parte de los factores 
responsables de esta regulación y las proteínas transductoras de señal que median su 
estímulo son aún desconocidos; no obstante, diferentes estudios indican que ciertas 
citoquinas y factores de crecimiento son vitales en la regulación de este fenómeno [4-6]. 
Muchas de estas citoquinas y factores de crecimiento activan una cascada de fosforilación 
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en la cual proteínas transductoras de señal se van a activar por fosforilación. Por lo tanto en 
el estudio del perfil de fosfoproteínas que median estos estímulos, se pueden encontrar las 
claves para la refractancia al estímulo regulatorio de la invasión llevada a cabo por las 
células de coriocarcinoma, a diferencia de su contraparte benigna. Adicionalmente, en el 
estudio de las proteínas expresadas en respuesta a estos estímulos se pueden encontrar las 
proteínas efectoras de las habilidades celulares que caracterizan al trofoblasto, así como 
proteínas que participan en el desbalance celular que conlleva al crecimiento maligno.   
 
Nuestra hipótesis a probar es si la perdida de regulación de la proliferación y la capacidad 
invasiva que caracteriza al coriocarcinoma en comparación con el trofoblasto extravelloso 
normal, se refleja en cambios en los perfiles de expresión y fosforilación de proteínas de 
una línea celular con fenotipo pre maligno.  
 
Para ello se estudiaran los perfiles de expresión y fosforilación/activación de proteínas en 
respuesta al SFB en la línea de trofoblasto pre maligna, HTR8/SVneo, derivada de 
trofoblasto humano normal y caracterizada por su alto nivel de proliferación e invasión, 
identificando las proteínas expresadas y fosforiladas diferencialmente en respuesta al 
estímulo con SFB por métodos bioinformáticos. En segundo lugar, se compararán dos 
líneas celulares derivadas de trofoblasto: HTR8/SVneo, línea de trofoblasto pre maligno, y 
JEG-3 derivada de coriocarcinoma, transformación maligna del trofoblasto que además de 
exhibir un alto nivel de proliferación e invasión es un tumor maligno altamente metastásico, 
y se analizará su subproteoma de citoplasma y fosfoproteoma total. Finalmente, estas 
proteínas pueden estar implicadas en el cambio que conduce a un fenotipo maligno, y jugar 
un rol relevante durante los fenómenos de proliferación e invasión descontrolada.   
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1. JUSTIFICACIÓN 
 
 
 
La causa principal de muerte de un paciente por cáncer es la metástasis, que constituye un 
problema de salud pública y hace parte de los temas prioritarios presentados en el Plan 
Nacional de Salud Publica 2007-2010. Debido a la capacidad de propagarse a otros tejidos 
y órganos, el cáncer es una enfermedad potencialmente mortal, por eso es de gran interés 
conocer y comprender las claves moleculares implicadas en el proceso de transformación 
maligna y a qué se debe la falta de regulación de un proceso invasivo, que originalmente 
puede ser normal, como lo es la invasión del trofoblasto al útero durante el embarazo, pero 
puede perder la regulación espacial y temporal que lo gobierna y convertirse en una 
invasión descontrolada a diferentes tejidos y órganos como sucede en la invasión tumoral 
por parte del coriocarcinoma. Si se conocen los receptores similarmente expresados por el 
trofoblasto y células malignas, que están involucrados en la mediación del estímulo que 
conduce al cambio del fenotipo del trofoblasto al del coriocarcinoma y cuales se relacionan 
con un alto nivel de invasión y proliferación por parte del tumor, se tendrán blancos 
terapéuticos promisorios a partir de los cuales se pueden desarrollar nuevas drogas 
antitumorales para la detección, control y tratamiento del proceso  de metástasis.  
 
Aunque el coriocarcinoma no es un tipo de tumor de alta incidencia, se escogió ya que es 
altamente metastásico; adicionalmente, su tejido de origen, el trofoblasto, exhibe un alto 
índice de invasión y proliferación, similar a lo observado en desarrollos malignos, pero a 
diferencia de estos, la invasión y proliferación del trofoblasto se encuentra altamente 
controlada espacial y temporalmente por distintos factores. Es en el estudio de estas líneas 
derivadas de trofoblasto donde se pueden encontrar e identificar los cambios genéticos que 
son la base de la progresión tumoral, progresión que conduce a proliferación e invasión, y 
posteriormente a metástasis y con esto la muerte. 
 
Este trabajo es innovador al romper viejos modelos de investigación, pues desarrolla 
nuevos abordajes metodológicos al explorar múltiples proteínas al mismo tiempo y 
comparar dos líneas celulares, con un origen común y características similares como 
proliferación e invasión, pero gobernadas por sistemas regulatorios diferentes, enfrentando 
el problema desde la analogía y las diferencias existentes entre ellas, y no desde la 
particularidad de la línea tumoral. 
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2. ESTADO DEL ARTE 
 
 
 
El cáncer es un conjunto de enfermedades crónicas no transmisibles, algunas de las cuales 
son prevenibles y curables si se diagnostican a tiempo. No obstante, el avance de algunas 
de ellas desemboca en metástasis, la cual es la principal causa de muerte en pacientes con 
cáncer. En el año 2000 los tumores malignos representaron el 12% de alrededor de 56 
millones de muertes que se produjeron en el mundo. Para ese mismo año cerca de 5,3 
millones de hombres y 4,7 millones de mujeres desarrollaron la enfermedad, y las 
proyecciones de la International Agency for Research on Cancer (IARC) muestran que para 
el año 2020 probablemente se habrá producido un incremento de 50% en el número de 
casos nuevos, los que llegarán a 15 millones y se prevé que el 60% de los casos nuevos 
ocurrirán en naciones en desarrollo, lo que ubica al cáncer como un problema mayor de 
salud pública en los países de bajos recursos [7]. 
 
En Colombia se presentan anualmente más de 30.000 muertes por esta causa y se prevé que 
al menos el 9% de los hombres y el 12% de las mujeres padecerán la enfermedad antes de 
llegar a los 64 años [7]. La mortalidad por esta causa pasó de representar el 3,7% del total 
de muertes en 1960 al 14,7% en el año 2000, ocupando el tercer lugar en la estructura de 
causas, luego de las enfermedades cardiovasculares y la violencia (DANE, 2000) [8]. La 
incidencia de tumores malignos en el 2006 fue de 5.225 casos nuevos, de los cuales el 
18,3% se localizó en la piel, el 12,0% en la mama, el 10,4% en el cuello del útero y el 
7,04% en el estómago. Sin embargo, como en la mayoría de los países del Tercer Mundo, el 
mayor porcentaje de casos se diagnostica cuando el cáncer está muy avanzado y las 
posibilidades terapéuticas de curación son muy limitadas, de tal forma que la tasa de 
mortalidad, tanto en hombres como mujeres, es muy alta comparada con los países 
desarrollados. (INC, 2006) [8].  
 
Aunque menos del 0.1% corresponde a coriocarcinoma, el interés en su estudio radica en 
las características de su tejido de origen, el trofoblasto, el cual a pesar de ser un tejido 
normal exhibe unas capacidades proliferativas, migratorias e invasivas que lo asemeja a un 
crecimiento maligno; adicionalmente el mismo coriocarcinoma es altamente metastásico e 
invasivo, exhibiendo una alta afinidad por los vasos sanguíneos, lo cual aumenta sus 
capacidades de invasión a otros tejidos.  
 
Casi todos los fármacos oralmente activos que han sido desarrollados por la industria 
farmacéutica se unen a proteínas blanco. En la mayoría de los casos, estos compuestos son 
inhibidores que inactivan a sus proteínas objetivo, aunque los fármacos que son agonistas 
para receptores particulares o activadores enzimáticos también han sido desarrollados. 
Estos fármacos, junto con un número enorme de otras moléculas que no han sido probadas, 
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se han convertido en reactivos inestimables para estudiar los roles fisiológicos de las 
proteínas blanco con las cuales ellos actúan recíprocamente. 
 
Dentro de las estrategias terapéuticas desarrolladas actualmente para el control de la 
metástasis se encuentra la inhibición de proteasas, tales como Metaloproteasas de Matriz 
(MMPs) y el activador de Plasminógeno tipo uroquinasa (uPA), una serinproteasa; estas 
son cruciales para la propagación de la enfermedad al degradar y remodelar los 
componentes proteicos de la matriz extracelular y permitir la invasión celular y la 
angiogénesis. Inhibidores de tales proteasas están emergiendo con usos terapéuticos 
prometedores en el tratamiento de enfermedades como el cáncer; éstos pueden suprimir 
varios estados de carcinogénesis, incluyendo iniciación, promoción y progresión, aunque su 
mecanismo de acción aun no está completamente claro [9].  
 
Aunque las  proteasas han sido ampliamente usadas por su rol en el crecimiento tumoral, 
invasión y metástasis, aún no se ha dado respuesta a cuestiones claves relacionadas con el 
uso de inhibidores de proteasas para usos terapéuticos. El desarrollo clínico de inhibidores 
de proteasas de matriz (MPIs) ha sufrido múltiples imprevistos: la primera generación de 
MPIs fue rechazada por su baja biodisponibilidad y fue rápidamente reemplazada por una 
segunda generación de drogas oralmente activas; no obstante, el tratamiento prolongado 
con MPIs causa inesperados efectos colaterales que limitaron la administración de estas 
[10]. Esto lleva a considerar reestructuraciones del enfoque experimental donde se aúnen 
esfuerzos en la búsqueda de nuevos blancos terapéuticos más eficaces, considerando por 
ejemplo las proteínas transductoras de señal  como una aproximación valiosa que podría 
conducir a una generación nueva de blancos terapéuticos. 
 
Cerca de todos los aspectos de la vida celular son controlados por la fosforilación reversible 
de proteínas. Durante los últimos 10 años, las quinasas se han convertido en el tipo de 
blanco terapéutico más estudiado, especialmente en el campo de cáncer. Diez inhibidores 
de proteínas quinasas actualmente han sido aprobados como fármacos anti-cáncer y muchos 
más sufren ensayos clínicos. Un desafío principal en esta área es desarrollar un fármaco que 
selectivamente suprima la actividad de una, o al menos unas pocas, de las más de 500 
proteínas quinasas codificadas en el genoma humano, la mayoría de las cuales son miembro 
de la misma superfamilia, de tal forma que el tema de la selectividad es crítico [11]. 
Recientemente se ha creado el Centro Nacional para perfiles de protein-quinasas 
(http://www.kinase-screen.mrc.ac.uk/) que promueve el análisis de la selectividad de 
inhibidores proteína quinasas; este centro es de gran ayuda a la industria farmacéutica, 
acelerando el desarrollo de inhibidores específicos quinasa con potencial terapéutico. Por 
consiguiente, una plétora de inhibidores proteína quinasa se han vuelto disponibles por los 
proveedores comerciales. En estos años también se han establecido varias otras empresas 
comerciales para supervisar la especificidad de inhibidores quinasa [12]. Adicionalmente, 
los inhibidores de quinasas, permeables a la célula, pueden ser útiles para identificar los 
sustratos fisiológicos y las funciones celulares de estas enzimas; dentro de estos se 
encuentran inhibidores de receptores tirosin-quinasa que median señales de proliferación 
celular, invasión y angiogénesis [13]. 
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Gran parte de las fosfoproteínas, que son activadas por proteínas quinasas, desarrollan un 
papel muy importante en señalización celular, y además están probablemente involucradas 
en la adquisición y mantenimiento de propiedades metastásicas e invasivas de células 
tumorales. La identificación de proteínas activadas diferencialmente entre células invasivas 
y no invasivas podría ser un punto de partida para potenciales blancos terapéuticos y 
marcadores diagnósticos.  
 
No obstante, son pocos los estudios desarrollados en esta área. Respecto a proteínas de 
membrana asociadas a cáncer: en cáncer de seno [14, 15], carcinoma nasofaringeal [16], 
tejidos de tiroides malignos y benignos, células no cancerosas como las células madre 
mesenquimales humanas [17], neutrófilos [18] y queratinocitos [19]; se ha reportado la 
expresión diferencial de proteínas o la identificación de todas las proteínas de membrana 
extraídas, sin considerar sus perfiles de fosforilación, que son los que indican la activación 
de estos receptores. En cuanto a proteínas transductoras de señal en el citoplasma, el campo 
de estudio se reduce a vías de señalización y proteínas transductoras concretas como la vía 
de señalización PI3K/Akt o la vía de las MAPK  quinasas, y los estudios exploratorios 
comparativos se centran principalmente en diferencias en la expresión génica y en la 
medición de niveles de ARNm [20] (en cáncer de seno [21], cáncer de próstata [22] o 
carcinoma renal [23]), dejando a un lado las proteínas y su actividad. 
 
Recientemente, se ha propuesto que el análisis de la expresión de proteínas en gran escala 
mediante proteomas de células cancerosas promete ser una valiosa herramienta para 
investigar los mecanismos de transformación del cáncer. Los avances en tecnologías de 
espectrometría de masas y herramientas bioinformáticas proporcionan una oportunidad 
enorme a interrogar cualitativa y cuantitativamente dinámicas de interacciones proteína – 
proteína y la regulación diferencial de vías de señalización celular asociadas con el 
desarrollo tumoral. [24]. La fosfoproteómica proporciona una información relevante acerca 
de los mecanismos de regulación claves para la vida celular, tales como expresión y 
activación de proteínas involucradas en vías de señalización celular que desembocan en 
señales de proliferación, supervivencia e invasión celular, por lo que un estudio de este tipo 
permitiría obtener una gran cantidad de información novedosa y útil.  
 
Dentro de las técnicas proteómicas disponibles, el 2-D PAGE es uno de los métodos 
capaces de resolver simultáneamente varios miles de proteínas incluyendo variantes 
producidas por modificaciones co- o post-traduccionales tales como fosforilación, 
glicosilación y sulfatación [25]. Una de las ventajas de esta metodología es la tinción 
directa del gel que permite detectar selectivamente fosfoproteínas con una alta sensibilidad. 
El trabajo aquí propuesto es innovador al romper viejos modelos, desarrolla nuevos 
abordajes metodológicos al explorar múltiples proteínas al mismo tiempo y comparar líneas 
celulares de fenotipo normal y maligno, gobernadas por sistemas regulatorios diferentes. 
 
En línea con esto, investigaciones realizadas en las últimas décadas se encuentran de 
acuerdo con la hipótesis según la cual el trofoblasto y las células cancerosas usan 
mecanismos similares implementados por circuitos moleculares idénticos para llevar a cabo 
sus procesos de proliferación, migración e invasión; sin embargo estos procesos se 
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encuentran estrechamente controlados y regulados espacial y temporalmente en el 
trofoblasto normal [3]. 
 
Actualmente, los únicos trabajos de índole proteómica que se desarrollan con trofoblasto 
están enfocados a la problemática de la pre-eclampsia, empleando comparaciones entre 
cultivos de trofoblastos normales y aquellos provenientes de placentas pre-eclámpticas.[26, 
27], así como efectos de la hipoxia en la expresión de proteínas y la respuesta del 
trofoblasto [28, 29], y el resultado de la diferenciación inducida por forskolina en el perfil 
proteómico de líneas celulares [30]. Si bien, ninguno se ha enfocado en  la comparación 
proteómica entre el trofoblasto normal y su forma maligna, el coriocarcinoma; los estudios 
comparativos realizados se centran en proteínas particulares: previamente se han 
desarrollado diversos estudios entre explantes de placenta de primer trimestre y líneas 
celulares representativas de coriocarcinoma, tales como JEG-3, JAR y BEWO [4, 5]. Sin 
embargo, es muy poco el trabajo que se ha desarrollado empleando líneas celulares 
representativas de trofoblasto normal, tales como HTR8.  
  
De los diferentes estudios comparativos entre trofoblasto normal y maligno se ha podido 
concluir que son varias las citoquinas y factores de crecimiento que influencian la 
migración (ej. EGF, IGF-II, HGF), proliferación (ej. Leptina, HGF, GM-CSF) y/o invasión 
(ej. Factor inhibidor de leucemia, LIF), y cada uno de estos factores utiliza al menos una 
vía de señalización intracelular en el trofoblasto [4]; adicional al “crosstalk”, en el cual las 
proteínas señalizadoras en una transducción de señal pueden ser compartidos entre vías de 
señalización diferentes y la respuesta a una señal inducida por una condición puede activar 
múltiples respuestas en una célula. 
 
Entre los factores que inhiben la invasión y proliferación del trofoblasto normal se 
encuentra el factor de crecimiento transformante TGF-β, el cual no tiene efecto sobre las 
células de coriocarcinoma (líneas celulares JAR y JEG-3 [2, 31], lo cual sugiere que las 
células de coriocarcinoma  pueden volverse refractarias a los mecanismos que controlan la 
proliferación e invasión del trofoblasto normal; en este caso particular se ha observado la 
falta de expresión en coriocarcinoma de Smad 3, una proteína de citoplasma que se 
fosforila y transloca al núcleo en respuesta al TGF- β, de tal forma que la pérdida de smad3 
puede ser la causa de una disrupción en la vía de señalización del TGF-β en 
coriocarcinoma, pero no en células trofoblásticas premalignas [32]. Adicionalmente la línea 
de trofoblasto premaligna HTR8/SVneo tiene una resistencia variable a este factor, lo cual 
indica que los defectos en la vía de señalización del TGF-β pueden representar eventos 
genéticos tempranos durante la progresión tumoral en el trofoblasto [33]. 
 
Otra alteración es la sobreexpresión de factores que estimulan la invasión, como es el caso 
de la Heparanasa, cuya expresión es significativamente mayor en coriocarcinoma que en 
trofoblasto normal [34]. Por otro lado, la presencia de la proteína STAT3 constitutivamente 
activada, efectora de la señalización por citoquinas, es necesaria para la invasión del 
trofoblasto normal y maligno; aunque la actividad de unión al ADN constitutiva de esta 
disminuye junto con la invasión del trofoblasto hacia el final del primer trimestre de 
embarazos normales, en patologías como el coriocarcinoma esta se mantiene 
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constitutivamente activa y en un grado mayor que el trofoblasto normal, lo que demuestra 
un punto de descontrol en los mecanismos regulatorios [4]. 
 
Teniendo en cuenta lo anterior, en el estudio de las fosfoproteínas expresadas y activadas 
diferencialmente en células de trofoblasto normal y maligno, se pueden encontrar claves 
moleculares que expliquen la falta de regulación de los procesos migratorios e invasivos de 
las células transformadas, y conduzcan al desarrollo de nuevos blancos terapéuticos. 
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3. MARCO TEÓRICO 
 
 
 
3.1. CANCER Y METASTASIS  
 
 
El cáncer es un conjunto de enfermedades crónicas no transmisibles, algunas de las cuales 
son prevenibles y curables si se diagnostican a tiempo. No obstante, el avance de algunas 
de ellas desemboca en metástasis, la cual es la principal causa de muerte en pacientes con 
cáncer, y es un problema creciente de salud pública.  
 
La malignidad de un tumor está dada por su capacidad para invadir y conducir a metástasis; 
sin embargo, no todas las células que invaden tejidos deben ser llamadas cancerosas, ya que 
este proceso también se produce en tejidos sanos, como es la invasión del trofoblasto al 
endometrio materno, durante el embarazo o la diapédesis de leucocitos del torrente 
sanguíneo a los tejidos infectados, durante un proceso de inflamación.  
 
La invasión y consecuente metástasis es debida a un proceso activo en el que están 
envueltos múltiples pasos, interviniendo en cada uno de estos diversas proteínas y procesos, 
como lo son angiogénesis, invasión y circulación; para que esto se lleve a cabo es necesario 
que se produzcan importantes cambios genéticos que se ven reflejados como un cambio del 
fenotipo. En base a estos cambios, y actuando sobre estos procesos, se pueden desarrollar 
diversos tratamientos terapéuticos para la detección, control y tratamiento de la metástasis. 
 
3.1.1. Angiogénesis 
 
La generación de nuevos vasos sanguíneos por parte del tumor se realiza a partir de 
capilares y vénulas del tejido invadido, las cuales gracias a un estímulo angiogénico, 
incrementan su actividad de síntesis, aumentando de esta forma el número de células 
endoteliales; estas células están más separadas si se comparan con un vaso normal, lo que 
les permite ser más permeables a proteínas plasmáticas y al paso de células.   
 
De esta forma, la angiogénesis es fundamental en el proceso de metástasis, no solo para el 
soporte nutricional del tumor, sino también para permitir el paso de células tumorales a 
otros tejidos. La extensión de la angiogénesis en tumores clínicos de pacientes es de gran 
impacto pronostico, en una gran variedad de tumores; lo anterior dado que tumores con un 
mayor número de vasos correlaciona con mayores tasas de metástasis y un pronóstico de 
supervivencia reducido [35].  
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No obstante, la aparición de neovasos también sucede en procesos fisiológicos como en 
embriogénesis, los procesos de cicatrización y en patologías benignas como la artritis 
reumatoide, la retinopatía diabética y la psoriasis [9, 36]. 
 
3.1.2. Invasión 
 
Para que una célula tumoral logre salir de su tejido de origen es necesario que interactúe 
con la matriz extracelular. La matriz extracelular (MEC), de la que hacen parte la 
membrana basal y el estroma intersticial, está constituida tanto por componentes fibrosos 
como componentes fluidos: dentro de los componentes fibrosos, que constituyen una red de 
proteínas, se encuentra el colágeno, elastina, fibronectina y laminina, estas dos últimas son 
glicoproteínas de adhesión; por otro lado, los componentes fluidos están constituidos 
principalmente por glicosaminoglicanos y proteoglicanos. Para que se lleve a cabo el 
proceso de invasión, es necesaria la intervención de diversas proteínas que interactúan con 
estos componentes para lograr en conjunto la invasión.  
 
Todas las células invasivas incluyendo el trofoblasto, se transforman para adquirir 
capacidades invasivas y migratorias; además, todas estas comparten un fenotipo de 
adhesión molecular modificado que conduce a un cambio en el acoplamiento físico de las 
células a su microambiente [35, 37]. 
 
3.1.2.1. Adhesión intercelular y desprendimiento celular   
Una característica de las células tumorales, a diferencia de las normales, es que no 
necesitan de un anclaje para dividirse; estas permanecen unidas entre sí gracias a proteínas 
de adhesión o CAMS, las cuales son moléculas de adhesión célula a célula, dentro de las 
cuales la E-caderina, una glucoproteína de membrana, juega un rol importante. Cuando se 
da la perdida de función o de expresión de las caderinas, la célula pierde adhesión, 
logrando más fácilmente el desprendimiento del tumor y la consecuente invasión de los 
tejidos aledaños. Así, la E-caderina actúa como un supresor de la invasión, y la pérdida de 
su expresión es un paso en la adquisición del fenotipo invasivo. [35] 
 
3.1.2.2. Adhesión de la célula tumoral a la matriz extracelular 
Una vez que la célula se ha desprendido del tumor original, tiene que  adherirse en primer 
lugar a la matriz extracelular del tejido a invadir, para después continuar con su proceso de 
diseminación. En este proceso están implicadas distintas glicoproteínas presentes en la 
MEC y proteínas de adhesión celular: [35] 
 
• Integrinas: son receptores heterodiméricos que unen las células a los substratos de la 
MEC, al alinear componentes del citoesqueleto como la actina y la talina con 
proteínas de adhesión en la MEC, como la fibronectina, alternado de esta manera la 
forma celular, lo que permitiría su paso por distintas estructuras. Estos receptores 
transportan señales regulatorias a la célula, gracias a la exposición de un dominio en 
la integrina que va a señalizar corriente abajo. 
• Laminina: es una glicoproteína que forma parte de la lámina basal asociada a otras 
proteínas como el colágeno, elastina, proteoglicanos y fibronectinas. Su función 
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sería la de anclar las células epiteliales a la lámina densa pues tiene sitios de unión 
para moléculas de integrinas de la membrana celular. 
 
3.1.2.3. Degradación de la membrana basal 
Es un proceso activo llevado a cabo por enzimas proteolíticas, las cuales actuando de una 
forma conjunta, lisan la membrana basal y demás componentes de la matriz extracelular, 
para permitir a la célula invadir y a travesar los tejidos a través de los componentes 
degradados. Esta lisis sucede en una zona localizada y cercana a la superficie tumoral, ya 
que ahí la concentración de proteasas es superior a las proteínas inhibidoras del suero y de 
la MEC [35]. 
 
Existen dos grupos principales de estas enzimas: 
• Serinproteasas: son activadores del plasminógeno a plasmina. Esta última favorece 
la degradación de las glicoproteínas de la matriz. Entre estas se encuentra uPA o 
activador del plasminógeno tipo uroquinasa. 
• Metaloproteasas de matriz MMPs: conjunto de endopeptidasas dependientes de 
zinc, que de forma conjunta van a degradar la matriz extracelular. Un alto índice de 
expresión se correlaciona con la agresividad y malignización del tumor. De estas, 
las más importantes son la MMP-9 y 2, de las cuales se han desarrollado diversos 
inhibidores o MPIs [9, 36]. 
 
3.1.2.4. Motilidad 
Gracias a pseudópodos, las células tumorales se desplazan hacia la zona de la matriz que 
ha sido degradada previamente, avanzando hacia los vasos sanguíneos y linfáticos, que 
finalmente favorecerán el paso hacia otros tejidos. 
 
En este proceso, así como en otros que implican motilidad, intervienen tanto factores 
derivados del organismo, entre ellos los derivados del sistema del complemento, péptidos 
del colágeno y trombospondina, así como factores dependientes de las células tumorales, 
como por ejemplo el factor de motilidad autocrino (AMF), el cual es el más importante, 
siendo otros el factor de dispersión y la bombesina. [35] 
 
3.1.3. Circulación y formación de colonias secundarias 
Las células tumorales, formando agregados homo o heterotópicos, van a invadir y penetrar  
en los vasos sanguíneos y linfáticos; pero solo una muy pequeña parte de estas células 
conseguirá formar colonias metastásicas. Una vez las células tumorales llegan a un órgano 
en particular, se adhieren a la membrana basal directamente, por medio de receptores de 
laminina y trombospondina, y son cubiertas por las células endoteliales, siendo de esta 
forma aisladas de la circulación. Posteriormente inician un proceso de invasión con 
disolución de la membrana basal por proteasas y locomoción de las células al interior del 
tejido, gracias a factores de motilidad. 
 
En este estado se produce la proliferación de las células, formando colonias secundarias. 
Este fenómeno es favorecido por factores de crecimiento, los cuales estimulan la 
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proliferación y angiogénesis; dependiendo del equilibrio entre proliferación, apoptosis y 
actividad angiogénica, la metástasis puede permanecer subclínica hasta años [35]. 
 
 
 
3.2. MODELOS DE ESTUDIO EN INVASIÓN Y METASTASIS 
 
3.2.1. Trofoblasto 
 
El trofoblasto es un grupo de células que forman la capa externa del blastocisto, provee 
nutrientes al embrión y se desarrolla como parte importante de la placenta. Este se forma 
durante el primer trimestre de embarazo y está compuesto por células invasivas, 
erosionantes y metastásicas de la placenta; por medio del trofoblasto se logra la 
implantación del embrión al endometrio uterino, aunque estas células no llegan a ser 
incorporadas ni al cuerpo materno ni al fetal. [6] 
 
El trofoblasto está compuesto por varias poblaciones con diferentes morfologías: el 
citotrofoblasto velloso (vCTBs) que está en el compartimiento fetal, el sincitiotrofoblasto 
(ST) que cubre la vellosidad coriónica flotante y es débilmente proliferativo, y el 
citotrofoblasto extravelloso (evCTBs) que abandona la MEC, migrando y residiendo en el 
tejido uterino materno y forma las vellosidades coriónicas de anclaje, que son columnas de 
células no polarizadas que atacan y penetran la barrera uterina. Este último (evCTB) rompe 
múltiples membranas basales (incluyendo el endometrio epitelial y glandular, vasos 
sanguíneos y células deciduales) y degrada la matriz extracelular intersticial del 
endometrio, hasta producir la invasión del estroma uterino y del tercio próximo del 
miometrio, junto con las arterias espirales. Una adecuada invasión por parte del trofoblasto 
es vital para el establecimiento del embarazo [3, 6].   
 
Este comportamiento invasivo es debido a la habilidad del evCTBs de secretar MMPs, 
mientras que sus inhibidores (TIMPs) inhiben esta invasión en el espacio extracelular [6]. 
Tanto la MMP-9 como la MMP-2 son secretadas durante el primer trimestre de embarazo 
por el trofoblasto y participan en los procesos invasivos de este [38]. Varios estudios han 
demostrado que la síntesis y activación de la MMP-2 y MMP-9 son requeridas para la 
invasión trofoblástica [6, 39, 40]. 
 
 
3.2.1.1. Línea celular de trofoblasto, HTR8/SVneo 
La línea celular de evCTB, HTR8/SVneo es un derivado premaligno de células evCTB de 
placenta humana de primer trimestre inmortalizada por transfección con el antígeno T40 
grande del virus de simio (SV40 Tag) [41]. Estas células, junto con sus líneas celulares 
hermanas obtenidas también por transfección con el antígeno T40 (RSVT2/c) además de 
compartir varias similitudes fenotípicas con las células parentales de HTR8, incluyendo 
habilidades invasivas in vitro, exhiben un fenotipo premaligno: hiperproliferativo, 
hiperinvasivo y tienen un resistencia variable a los efectos anti-invasivos y anti-
proliferativos del TGF-β; no obstante, responde al TGF-β con incorporación de timidina-
[3H] reducida de una forma dosis dependiente; el tratamiento con este factor también 
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resulta en la disminución de la secreción del activador de plasminógeno (uPA) y una 
actividad reducida de este, pero no afecta significativamente la secreción de MMP-2. 
Adicionalmente, estas células son incapaces de formar colonias en agar (crecimiento 
independiente de anclaje) o tumorigenicidad en ratones desnudos, indicando que las células 
transformadas están en un estado premaligno de la progresión tumoral trofoblástica. Parece 
entonces que los defectos en la vía de señalización del TGF-β pueden representar eventos 
genéticos tempranos durante la progresión tumoral en el trofoblasto, que permite a las 
células emanciparse de los controles regulatorios negativos normales [42, 43]. Esta línea 
celular permite estudiar los mecanismos moleculares responsables de la progresión tumoral 
trofoblástica y puede llegar a ser un buen modelo de trofoblasto normal.  
 
El fenotipo hiperproliferativo de las células HTR8/SVneo puede ser explicado por el hecho 
que el tipo silvestre de la proteína p53 (el cual es un reconocido regulador del ciclo celular) 
expresado por las células evCTB normales es acomplejado por la proteína Tag en las 
células inmortalizadas Tag. Otra posible razón para el fenotipo hiperproliferativo de estas 
células es la perdida de las comunicaciones intercelular por uniones gap debido a una 
regulación negativa de los genes conexina [42], los cuales tienen una función regulatoria 
del crecimiento.  
 
Adicionalmente, la expresión de los genes TIMP-1 y PAI-I (los mayores reguladores de la 
proteólisis de la MEC) es extremadamente bajo en estas células comparado con las células 
evCTB normales; la resistencia a los efectos anti-invasivos del TGF-β es explicado por el 
hecho que la estimulación de estos genes mediada por el TGF-β observada en evCTB 
normal, no es exhibida en las células premalignas evCTB [43].          
 
Morfológicamente tienen una identidad epitelial, que corresponde a su origen trofoblástico. 
Esta línea expresa la hormona gonadotropina coriónica humana hCG, y secreta tanto la 
MMP-2 como la MMP-9. También expresa la proteína del complejo mayor de 
histocompatibilidad específica de trofoblasto, HLA-G y ciertas integrina tales como α1 y 
α6 cuando las células se encuentran en contacto con ciertos componentes de la matriz 
extracelular, lo cual se debe a la habilidad del trofoblasto de alterar su perfil de proteínas de 
adhesión en respuesta a cambios en el microambiente materno [44].   
 
Estos resultados indican que aparte de su capacidad de crecimiento prolongado sostenido en 
el cultivo, las células de la línea HTR-8/SVneo comparten un número de propiedades 
fenotípicas con las células parentales de trofoblasto. Por esta razón, esta línea puede 
demostrar ser un instrumento importante para el estudio de la función placentaria, invasión 
y la progresión tumoral [41].  
 
3.2.2. Coriocarcinoma 
 
La desregulación del trofoblasto conduce al desarrollo de la enfermedad trofoblástica 
gestacional, ETG. Esta es una patología caracterizada por una proliferación excesiva, que 
incluye mola hidatidiforme parcial, completa o invasiva y coriocarcinoma, siendo esta 
última la forma maligna de la enfermedad. El coriocarcinoma es un tumor metastásico que 
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se puede producir de trofoblasto de cualquier evento gestacional, pero principalmente de 
mola hidatidiforme completa [45].  
 
El coriocarcinoma es la única lesión trofoblástica que es altamente agresiva y fatal, y es uno 
de los tumores malignos más rápidamente invasor, debido a su alta afinidad y capacidad de 
invasión de las arterias espirales (angioinvasión), que conduce a metástasis más extensas; 
siendo las más frecuentes a nivel de pulmones (50%), vagina (30 a 40%) y en orden de 
frecuencia: en cerebro, hígado, riñones y tracto gastro-intestinal. Pertenece al reducido 
grupo de tumores cuyo primario puede involucionar espontáneamente; sin embargo, las 
primeras y las únicas manifestaciones clínicas del coriocarcinoma gestacional pueden 
corresponder a metástasis [46]. Por otro lado, esta neoplasia es única entre las patologías 
malignas humanas, ya que segrega un marcador tumoral fiable: la gonadotropina coriónica 
humana (hCG); por lo que se hace necesario contar con marcadores tumorales adicionales, 
intrínsecos para esta transformación maligna, con respecto a su tejido de origen.  
 
3.2.2.1. Línea celular de coriocarcinoma, JEG-3 
La línea celular JEG-3 es derivada de coriocarcinoma de placenta, produce hCG, 
somatomamotropina coriónica humana (lactógeno placental) y progesterona. Esta es una 
línea celular hipertriploide humana; el número de cromosomas modal es de 71, 
encontrándose en un 34%, y poliploide en un 2.6%, lo cual es concordante con las 
características genéticas del coriocarcinoma; adicionalmente se ha detectado un único 
cromosoma Y por análisis Q-band. Hace parte del catalogo de líneas de ATCC bajo el 
número ATCC: HTB-36.  
 
Gracias a trabajos previos en nuestro grupo de investigación, se ha observado que tanto el 
IGF-I como el IGF-II regulan la invasión celular en líneas celulares de coriocarcinoma, en 
una forma dosis dependiente, pero a través de mecanismos diferentes: IGF-II actúa a través 
de la activación de InsR, mientras que el IGF-I emplea el IGF-IR; así mismo, el IGF-II 
juega un rol relevante en la invasión de estas células, y esto se debe al aumento en la 
adhesión celular y quimiotaxis de las células de coriocarcinoma [46]. 
 
3.2.3. Comparación entre Trofoblasto normal y maligno 
 
El trofoblasto comparte muchas características con células malignas como el alto nivel de 
proliferación celular, falta de inhibición por contacto celular, propiedades de migración e 
invasión y capacidad para escapar de efectores del sistema inmune, por lo cual muchas 
veces se le denomina “pseudo-maligno” o “fisiológicamente metastásico”. Investigaciones 
realizadas en las últimas décadas se encuentran en línea con la hipótesis según la cual el 
trofoblasto y las células cancerosas usan mecanismos similares implementados por circuitos 
moleculares idénticos para llevar a cabo sus procesos de proliferación, migración  invasión 
[3].  
 
No obstante, estos procesos se encuentran estrechamente controlados: a diferencia de las 
células malignas que son transformadas y exhiben signos de desregularización y baja 
diferenciación, las células trofoblásticas se mantienen en un estado de diferenciación que 
corresponde a su rol fisiológico, de tal forma que se obtiene un bajo crecimiento después de 
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la diferenciación del evCTB de proliferante a invasivo; adicionalmente, la capacidad 
migratoria e invasiva del trofoblasto está regulada espacial y temporalmente, 
restringiéndose al endometrio del primer trimestre de embarazo; todo esto conduciendo a 
que células trofoblásticas de placenta a termino tengan una capacidad proliferante e 
invasiva reducida [4, 6]. La comparación de células trofoblásticas con tumores y células 
cancerosas invasivas ofrece un atractivo modelo para comprender el origen y desarrollo del 
crecimiento maligno.  
 
Esta regulación espacial y temporal de la invasión trofoblástica se cree que es mediada en 
una forma autocrina por factores trofoblásticos y en una vía paracrina por factores 
deciduales. Diferentes tipos de reguladores han sido investigados, dentro de los cuales se 
encuentran hormonas, glicoproteínas de la matriz extracelular, citoquinas y factores de 
crecimiento [4, 6]. 
 
A pesar que tanto el trofoblasto normal como el coriocarcinoma proliferan, migran e 
invaden el útero de igual manera, las características de estos procesos difieren de un tipo 
celular al otro.  
 
Entre los múltiples factores que controlan la invasividad del trofoblasto y del 
coriocarcinoma se encuentra la hormona gonadotropina coriónica hCG, que regula la 
invasión y migración tanto del trofoblasto normal como del maligno, sin afectar la 
proliferación; esta es producida de forma endógena por el sincitiotrofoblasto STB, el cual 
junto con el evCTB invasivo, expresa altos niveles de los receptores hCG/LH, implicando 
un control paracrino de este proceso invasivo [47]. Existen estudios contradictorios sobre el 
papel de hCG en la invasión, observándose generalmente que esta incrementa la invasión 
de células de coriocarcinoma JEG-3, mientras que inhibe la invasión de CTB primario [5], 
por lo que son necesarios estudios adicionales.  
 
También existe la hCG hiperglicosilada (hCG-H), la cual es una variante glicosilada de la 
hormona hCG que actúa independientemente a esta. Mientras que la hCG es secretada por 
el sincitiotrofoblasto y actúa de forma endocrina en las células del cuerpo lúteo materno, la 
hCG-H es producida por el citotrofoblasto y el coriocarcinoma y actúa de forma autocrina 
directamente sobre estas células, estimulando de forma significativa el crecimiento tumoral, 
proliferación y la invasión tanto fisiológica como patológica, a diferencia de la isoforma 
regular hCG. La hCG-H es entonces un signo de la invasión celular del coriocarcinoma, 
convirtiéndola en un marcador tumoral biológico para identificar fidedignamente 
trofoblasto maligno activo, además de ser un blanco para anticuerpos en el tratamiento y 
manejo del coriocarcinoma y otras enfermedades trofoblásticas gestacionales [48, 49].  
 
Otra hormona, la Adrenomedulina (ADM), es un péptido multifuncional que también 
promueve la proliferación e invasión tanto del trofoblasto (HTR8/SVneo) como del 
coriocarcinoma (JAR), a través de los componentes del receptor de ADM (ARNM y 
proteínas del receptor similar al receptor de calcitonina CALCRL y las proteínas 
modificadoras de actividad del receptor RAMPS), que son expresadas por ambas líneas 
celulares; esta hormona también aumenta el nivel de invasión de estas, el cual se debe al 
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incremento de la actividad de las gelatinasas y la reducción de la expresión del inhibidor-1 
del activador de plasminógeno SERPINE1 [50]. 
 
El factor inhibitorio de leucemia LIF induce la proliferación e invasividad de células de 
trofoblasto de primer trimestre y de coriocarcinoma (JEG-3), a través de la activación de 
STAT3; la actividad de unión al ADN de este se ve incrementada en estas células invasivas, 
mientras que es inactiva en células no invasivas como el trofoblasto a termino [51, 52].  
 
Respecto a las citoquinas se cuenta con la IL-1β, la cual promueven la invasividad del 
trofoblasto y del coriocarcinoma al incrementar las interacciones célula-matriz a la vez que 
disminuye las adhesiones célula-célula, reduciendo la expresión de Ezrina y E-caderina, 
proteínas que controlan la dinámica del citoesqueleto, y cuya inhibición correlaciona con 
invasión, teniendo como efecto neto la invasión tanto del trofoblasto normal como del 
maligno. En este cambio del fenotipo de adhesión, el factor de crecimiento transformante 
TGF-β tiene un papel como factor anti-invasivo al incrementar la expresión de ezrina y E-
caderina [53].  
 
También se ha visto que la expresión de Heparanasa (Hpa) en células de trofoblasto y de 
coriocarcinoma correlaciona con su capacidad invasiva: la expresión de esta proteína es 
significativamente mayor en coriocarcinoma (JEG-3 y JAR) que en tejido coriónico 
velloso; adicionalmente la activación de Hpa aumenta la capacidad invasiva del 
coriocarcinoma, de tal forma que la sobreexpresión de esta proteína en el coriocarcinoma 
puede estar relacionada con la oncogénesis de este tumor [34].  
 
Por otro lado, el hecho de que el trofoblasto no solo puede implantarse en otros órganos, 
por ejemplo en embarazos ectópicos [54], sino también actuar como trasplantes xenógrafos 
invasivos [55], demuestra que las células trofoblásticas contribuyen por si solas al proceso 
invasivo [4], y sería a través de los factores deciduales que se estaría inhibiendo 
principalmente el proceso invasivo que ocurre durante la implantación del blastocito. La 
regulación paracrina por parte de los factores deciduales debe ser entonces clave al limitar 
la invasión del trofoblasto. 
 
Dentro de las hormonas que están inhibiendo el proceso invasivo se encuentra la 
progesterona, la cual es producida en grandes cantidades por el STB y actúa a través de su 
receptor disminuyendo la producción de MMP9, proteasa clave de este proceso, lo cual es 
concordante con la producción de esta hormona, la cual es máxima en CTB no invasivo a 
término [5]. 
 
También hay factores de crecimiento asociados con la inhibición de la invasión y migración 
del trofoblasto, como el factor de crecimiento vaso endotelial VEGF en células de 
coriocarcinoma JEG-3, el factor de crecimiento placental PIGF, el factor de crecimiento 
transformante TGF-β y la decorina. [4] 
 
La invasión es controlada de forma paracrina por la producción de TGF-β por parte de la 
decidua materna, el cual controla el proceso de invasión y proliferación del trofoblasto al 
inhibirlo, en parte al inducir la secreción de TIMPs a una razón equimolar, que inhibe el 
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proceso de degradación; no obstante, este control se pierde en ciertos coriocarcinomas 
(líneas celulares JAR y JEG-3) cuya invasión y proliferación no se ve inhibida por la 
presencia del TGF-β [2], lo cual sugiere que las  células de coriocarcinoma  pueden 
volverse refractarias a los mecanismos que controlan la proliferación e invasión del 
trofoblasto normal [31]. Los factores TGF-β fueron de los primeros reguladores 
identificados en la diferenciación del trofoblasto invasivo. La expresión y función de 
proteínas Smad no ha sido investigada en cultivos primarios de trofoblasto; sin embargo, 
células de HTR-8 y de las líneas celulares de coriocarcinoma JEG-3 y JAR expresan 
Smad2, Smad4 y Smad7, mientras que los últimos carecen de Smad3. Después del 
tratamiento con TGF-β de células de HTR-8, Smad3 fue fosforilado y translocado al 
núcleo; cuando se induce la expresión ectópica de genes Smad3 en células JAR deficientes 
en Smad3, se restaura la expresión de PAI-1 y TIMP-1 dependiente de TGF-β pero falla en 
reducir la invasión in vitro, sugiriendo que otros mecanismos pueden contribuir a la 
refractancia a las acciones anti-invasivas de la citoquina [32]. 
 
Adicionalmente la decidua produce Decorina, un proteoglicano presente en la matriz 
extracelular decidual que se une al TGF-β, y en algunos casos lo inactiva; se ha visto que la 
decorina así como el TGF-β, pero de forma independiente a este, tiene un efecto inhibitorio 
sobre la proliferación, migración e invasión de células de evCTB, y que la decorina en la 
matriz extracelular decidual puede servir como un mecanismo de almacenamiento de TGF-
β en un estado inactivo, el cual puede ser activado por mecanismos proteolíticos ejercidos 
por las células evCTB, previniendo de esta forma la híper-invasión [56]. Sin embargo, las 
células de coriocarcinoma son refractarias a esta regulación negativa por ambos factores 
derivados de la decidua.  
 
Así mismo, la degradación de la matriz extracelular llevada a cabo por el trofoblasto 
normal es inhibida en presencia de 8-bromo-cAMP, pero este no inhibe la degradación 
llevada a cabo por células de la línea JEG-3, siendo este otro punto de falta de control de 
las células malignas [1]. 
 
La resistencia simultanea a moléculas anti-invasivas y anti-proliferativas tales como TGF-β 
puede ser sumamente relevante en la progresión del tumor. Sin embargo, el coriocarcinoma 
no es reluctante a todas las citoquinas anti-invasivas: la IL-12 regula la invasión del 
coriocarcinoma al inhibir la acción de las MMPs 2 y 9 con un efecto opuesto sobre el 
TIMP-1, a la vez que estimula la producción de E-caderina, todo esto de una forma 
dependiente de INF-γ [57].   
 
Otro punto de diferencia entre el trofoblasto y el coriocarcinoma se encuentra en las 
razones entre los niveles de las diferentes MMPs y sus respectivos TIMPs. En general se ha 
visto una cantidad incrementada de MMPs, tanto a nivel de ARNm como de proteína en las 
líneas de coriocarcinoma, comparado con lo observado en trofoblasto, mientras que el 
contenido de TIMPs se ve disminuido en este ultimo comparado con el tumor, de tal forma 
que un contenido de MMPs superior a TIMPs puede promover la invasión tumoral [58]. 
 
Como conclusión, se puede ver que alteraciones esenciales en la fisiología celular conducen 
al crecimiento maligno; dentro de estas se encuentran la insensibilidad al señalamiento 
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inhibitorio de crecimiento, autosuficiencia de GS o factores de crecimiento, evasión de la 
apoptosis, potencial replicativo ilimitado, angiogénesis sostenida e invasión de tejidos y 
metástasis. Aunque el trofoblasto se encuentra altamente regulado temporal y 
espacialmente, en las transformaciones celulares como mola hidatidiforme y 
coriocarcinoma se observa una pérdida de este control [3].  
 
 
 
3.3. VIÁS DE TRANSDUCCIÓN DE SEÑAL 
 
 
Una célula es altamente receptiva a sustancias químicas en su medio ambiente. Las 
hormonas son señales químicas que le dicen a la célula como responder a cambios en su 
ambiente. Las cascadas de señalización o de transducción de la señal median la recepción 
de la señal y el procesamiento del estímulo; estos circuitos moleculares detectan, 
amplifican e integran diversas señales externas para generar una respuesta tales como 
cambios en la actividad enzimática, expresión de genes o actividad de canales de iones. La 
mayor parte de moléculas que actúan como señales son demasiado grandes y polares para 
pasar a través de la membrana celular, de tal forma que la señalización es mediada por una 
proteína receptora asociada a la membrana que desempeña la función de transferir la 
información a través de esta y activar diferentes proteínas que conforman las vías de 
transducción de la señal.  
 
Los receptores son proteínas transmembranales que tiene tanto un dominio extracelular 
como uno intracelular. Un sitio de unión en el dominio extracelular reconoce 
específicamente la molécula señal (conocida como ligando); este sitio de unión es análogo 
al sitio activo de una enzima, excepto que ninguna reacción catalítica tiene lugar en él. La 
interacción del ligando y el receptor altera la estructura terciaria o cuaternaria  del receptor, 
incluyendo su dominio intracelular, conduciendo por ejemplo a la formación de dímeros de 
receptor. [59] 
 
Muchas veces, este cambio conformacional no es suficiente para conducir a una respuesta 
apropiada, y la información contenida en la presencia del ligando, llamado comúnmente 
mensajero primario, debe ser transducida en otras formas que pueden alterar la bioquímica 
de la célula, como lo es la llegada de mensajeros secundarios, pequeñas moléculas tales 
como Ca2+, diacilglicerol (DAG), AMP y GMP cíclico (AMPc, GMPc,) e inositol 1,4,5-
trifosfato (IP3) que van a amplificar la señal y difundirse a otros compartimentos celulares. 
Estos transfieren la información del complejo receptor-ligando, generalmente por medio de 
la fosforilación de proteínas, en la que enzimas proteína quinasas transfieren grupos 
fosforilo de ATP a residuos serina, treonina y tirosina en proteínas, provocando una 
cascada de señalización por fosforilación o phospho-relay, que finalmente concluirá en la 
respuesta a la señal ambiental. Por otro lado, la presencia de vías de retroalimentación o 
feedback regulan el proceso de señalización entero, y la actividad de protein-fosfatasas 
terminan con esta señal; sin esta terminación de la señal, las células pierden la capacidad de 
respuesta a nuevas señales. [59] 
 
3.3.1. Receptores de membrana 
 
Existen dos tipos principales de receptores para factores que estimulan el crecimiento: 
receptores tirosin-quinasa (RTKs) y receptores de citoquinas; estos últimos carecen de 
actividad enzimática intrínseca y después de la unión del ligando frecuentemente forman 
complejos con transductores de señal específicos que son también proteínas 
transmembranales con o sin actividad enzimática intrínseca [59].  
 
Figura 1 Receptores humanos protein-tirosin quinasa. El receptor prototípico para cada familia es indicado 
debajo del receptor, y los miembros conocidos son listados debajo. Abreviaciones: AB, caja acídica; CadhD, 
dominio similar a caderina; CRD, dominio rico e cistina;  DiscD, dominio similar a discoidina; EGFD, 
dominio similar al factor de crecimiento epidermal; FNIII, dominio similar a fibronectina tipo III; IgD, 
dominio similar a inmunoglobulina; KrinD, dominio similar a kringle; LRD, dominio rico en leucina. Los 
símbolos a y b denotan distintas subunidades RPTK. Miembros RPTK en letra negrita cursiva están 
implicados en malignización humana. [60] 
 
Mientras, los RTKs señalizan principalmente a través de la dimerización de estos, lo que 
permite que los dominios protein quinasa asociados con la región intracelular de los 
receptores estén estrechamente juntos, de tal forma que se pueden fosforilar el uno al otro. 
Esta fosforilación cruzada o cross-talk conduce a su activación e inicia una señalización 
adicional; entre estos se cuentan receptores de la hormona del crecimiento, GHR, y factores 
de crecimiento tales como insulina, IGFs, EGF, PDGF, etc. (ver Figura 1.) [61]. 
 
Otros factores de crecimiento se unen a receptores los cuales después de la unión al ligando 
forman complejos que contienen proteínas tirosin quinasas intracelulares.  
 
Adicional a estos RTKs, existen receptores serin/treonin quinasa de los factores inhibitorios 
de crecimiento, pertenecientes a la superfamilia factor de crecimiento transformante β 
(TGF-β), los cuales señalizan a través de la formación de complejos heteroméricos después 
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de la unión al ligando, lo que conduce principalmente a prevenir la progresión del ciclo 
celular en la fase tardía de G1. [61, 62]. 
 
3.3.2. Vías de transducción de señal y su relación con cáncer 
 
Las proteínas tirosin-quinasas (PTKs, por sus siglas en ingles) son reguladores importantes 
de las vías de transducción de señales intracelulares que median el desarrollo y la 
comunicación multicelular tanto en bacterias como en organismos superiores; su actividad 
normalmente se encuentra estrechamente controlada y regulada, si bien una perturbación en 
la señalización de las PTKs por mutaciones y otras alteraciones genéticas resulta en una 
actividad quinasa desregulada y transformación maligna.    
 
La señalización celular es controlada por protein quinasas por medio de pasos secuenciales 
de fosforilación de proteínas, los cuales representan el mecanismo de control más común de 
las funciones proteínicas en la célula. Las cascadas de señalización son iniciadas por 
diferentes estímulos tales como factores de crecimiento, citoquinas, hormonas, adhesión a 
la matriz extracelular y contactos célula- célula, gobernando múltiples respuestas celulares. 
Estos van a activar diversas cascadas tales como las de la quinasa de adhesión focal (FAK), 
las protein quinasas activadas por mitógenos (MAPK) o la vía de señalización de PI3K 
(fosfoinositol 3- quinasa) /Akt. Todas estas cascadas han sido implicadas en el control de 
un rango diverso de procesos biológicos, dentro de los que se cuenta control del ciclo 
celular, diferenciación, migración celular y apoptosis [63].   
 
Figura 2 Protein-tirosin quinasas humanas citoplasmáticas. Los miembros de cada familia son indicados a la 
derecha y el nombre de la familia a la izquierda de cada PTK. Los miembros PTK en letra negrita cursiva 
están implicados en malignización humana. [60] 
 
3.3.2.1. Quinasa de Adhesión Focal – FAK 
FAK es una proteína tirosin quinasa (PTK) no receptora ampliamente expresada, la cual 
juega un rol clave en la migración celular medida por integrinas y factores de crecimiento, 
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al poseer una importante posición proximal a los receptores. Una actividad elevada de FAK 
ha mostrado estar asociada con invasión tumoral y progresión de las células cancerosas a 
través de un fenotipo maligno. Esta quinasa es activada por agrupaciones de integrinas en 
adhesiones focales así como por factores de crecimiento y activación de receptores 
dependientes de proteínas G [63, 64]. 
 
3.3.2.2. Proteínas G, Rho-GTPasas y quinasas asociadas a Rho ROCK 
Las proteínas Rho comprenden una familia (RhoA, Racl, Cdc 42) de GTPasas particulares 
que regulan diversos procesos biológicos tales como ciclo celular, adhesiones focales 
célula-célula, polarización y migración celular. Similar al proto-oncogen Ras, las GTPasas 
Rho funcionan como un interruptor molecular por ciclos entre un estado activo unido a 
GTP y un estado inactivo unido a GDP. La estimulación de un receptor siete hélices 
transmembranal por hormonas, factores de crecimiento o interacciones célula-MEC resulta 
en la activación de Rho y la generación de eventos cascada abajo, como por ejemplo la 
activación de la adenilato ciclasa con la subsecuente síntesis de AMPc y/o la formación de 
uniones contráctiles de actina y el re arreglo de micro túbulos. Ras-GAP, el mayor 
regulador corriente abajo de la actividad oncogénica de Ras, es abundantemente expresado 
en trofoblasto normal pero es inhibido en tumores trofoblásticos y molas invasivas 
sugiriendo que la actividad de ras es asociada con la proliferación e invasión del 
trofoblasto. Se ha sugerido que la señalización a través de proteínas G inhibitorias puede 
jugar un rol en la migración del trofoblasto inducida por IGF-II. [63] 
  
3.3.2.3. Protein Quinasas activada por mitógenos – MAPK   
Las MAPKs controlan un ancho rango de procesos biológicos incluido el crecimiento 
celular, desarrollo, inflamación, apoptosis y diferenciación. La familia MAPK comprende 
un largo grupo de protein quinasas las cuales son activadas a través de distintas vías de 
señalización molecular. La activación de quinasas reguladas por señales extracelulares 
(ERKs, por sus siglas en ingles) predominantemente ocurre a través de estímulos 
mitogénicos tales como factores de crecimiento y hormona, mientras que la activación de la 
quinasa N-terminal c-Jun (JNK) y p38 MAPK es llevada a cabo principalmente a través de 
estímulos por estrés y respuesta inflamatoria. Una red altamente compleja de protein 
quinasas regulan la actividad de MAPK a través de fosforilaciones secuenciales en residuos 
críticos Ser, Thr, Tyr; dentro de esta red se encuentra la familia de quinasas de las MAPK 
quinasas (MAPKKK) con miembros como Raf, que fosforilan a las quinasas de las MAPK 
(MAPKK) como MEK1 y MEK2; estas últimas van a activar las cuatro principales familiar 
de MAPK: ERKs, ERK5, JNKs y p38 MAPK; no obstante, otras proteínas quinasa tales 
como PI3K también pueden modular la actividad de MEK [63].  
 
La activación de la vía de señalización MAPK es un evento frecuente en tumorogénesis. 
Las MAPK, ya sea ERK, JNK o p38 MAPK, además de estar involucradas en proliferación  
celular también han sido implicadas en migración celular, secreción de proteasas, 
regulación de apoptosis y angiogénesis, eventos que son esenciales para el desarrollo de 
una metástasis exitosa [65]. 
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3.3.2.4. Quinasa Fosfoinositol 3  – PI3K  
La quinasa lipídica fosfoinositol 3-OH (PI3K) es el mayor componente  de señalización 
corriente abajo de RTKs activadas pro factores de crecimiento y GPCRs. Las RTKs 
fosforiladas interactúan con la sub unidad p85 de PI3K y reclutan la enzima a la membrana 
donde GTPasas activan a PI3K; en la membrana, PI3K fosforila a fosfatidil inositol-4,5-bis-
fosfato (PIP2) en la posición 3 del anillo inositol, convirtiéndolo en PIP3. La Ser/Thr 
protein quinasa Akt/protein quinasa B y PDK1 son activados a través de PIP3. Akt fosforila 
un amplio rango de otras proteínas blanco que controlan proliferación, supervivencia y 
tamaño celular. PDK1 fosforila diferentes sub unidades de protein quinasa C (PKC); PKC 
así como la quinasa dependiente de Ca2+/Calmodulina II (CaMKII) también son 
controlados a través del incremento mediado por PIP3 de los niveles citosólicos de Ca2+. 
Los niveles de PIP3 son estrechamente regulados por fosfatasa lipídicas tales como PTEN 
(homologo de fosfatasa y de tensina delecionada en cromosoma 10), la cual actúa como un 
supresor tumoral; consecuentemente, la activación de la vía PI3K/Akt y la pérdida de la 
función de PTEN ha sido observada en diferentes cánceres. [63] 
 
Adicionalmente, PI3K y algunos de sus blancos corriente abajo, tales como las protein-
serina/treonina quinasas Akt y p70 S6 quinasa (p70S6k), así mTOR, proteína blanco de 
Akt, son efectores cruciales en la señalización oncogénica, al jugar un rol en el control del 
ciclo celular y la migración/invasión. [60] 
  
3.3.2.5. Proteínas señalizadoras de la familia Smad 
Las proteínas Smad son efectores corriente abajo de la familia del factor de crecimiento 
transformante β (TGF-β), las cuales regulan numerosas funciones celulares, incluyendo 
proliferación, diferenciación y producción de matriz extracelular. La señalización de la 
familia TGF-β  ocurre a través de RTKs Ser/Thr tipo II y tipo I, los cuales, después de auto-
fosforilarse van a fosforilar/activar a las proteínas Smad receptor-reguladas (R-Smads) 
Smad1, Smad2, Smad3 y Smad5. Los antagonistas, Smads inhibitorios (I-Smads) Smad6 y 
Smad7, compiten con los R-Smads por la unión a los receptores TGF-β activados, 
inhibiendo por lo tanto su fosforilación. El último, no obstante, forma complejos con 
Smad4 los cuales se translocan al núcleo y se asocian con diferentes factores de 
transcripción modulando su actividad de una forma positiva o negativa [63].  
 
3.3.2.6. Citoquinas y quinasa Janus asociada a receptor (JAKs) 
Citoquinas activan a la quinasa Janus asociada a receptor (JAKs) lo cual induce 
fosforilación, dimerización y translocación nuclear de los traductores de la señal y 
activadores de la transcripción, STATs. Las proteínas STAT no solo están envueltas en 
transmitir una respuesta inflamatoria, sino también juegan un rol crítico durante el 
movimiento celular. STAT3, el cual juega un rol en oncogénesis, parece tener un rol 
putativo en la invasión del trofoblasto [63].  
 
3.3.3. Señalización celular y transformación maligna 
 
La señalización empezó a ser un tópico central en la biología molecular durante los últimos 
años, ya que su desregulación se ha vinculado con enfermedades tales como cáncer. 
Consecuentemente, es de gran interés el estudio de las vías de señalización en el contexto 
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de su rol específico tanto en procesos patológicos como fisiológicos. Defectos en las vías 
de señalización mencionadas anteriormente pueden conducir a la generación de cáncer y 
otras enfermedades, ya que un proceso de señalización que falle en terminar 
apropiadamente, por la acción de protein fosfatasas por ejemplo, puede conducir a un 
crecimiento celular incontrolado y la posibilidad de cáncer. De esta forma, el cáncer es un 
conjunto de enfermedades caracterizadas por el incontrolado o inapropiado crecimiento 
celular, que es fuertemente asociado con defectos en las proteínas de transducción de la 
señal, incluyendo receptores de membrana [59]. 
 
La activación constitutiva de vías de señalización estimuladoras de crecimiento ocurre en 
conjunción con la transformación celular. De esta forma, una subversión de la vía de 
señalización mitogénica puede explicar la pérdida de control del crecimiento que 
caracteriza a las células transformadas malignamente. 
 
Existen células transformadas que producen factores de crecimiento para los cuales portan 
el receptor correspondiente, resultando en un estímulo autocrino del crecimiento. Los 
receptores de factores de crecimiento pueden también estar presentes en cantidades 
demasiado altas o pueden estar mutados de una forma tal que resulta en una activación 
constitutiva en la ausencia del factor de crecimiento. [61] 
 
La autofosforilación por dimerización parece que cumple dos funciones importantes: esta 
encierra a la quinasa en una configuración activa y provee un sitio de unión en el receptor 
para la molécula de transducción de la señal corriente abajo. Tanto los receptores protein 
tirosin quinasa como los receptores de citoquinas son activados por homo o 
heterodimerización inducida por la unión del ligando. La dimerización parece ser suficiente 
para la activación del receptor y consecuentemente, mutaciones en los receptores que 
induzcan dimerización, inducirán una señal proliferativa aún en la ausencia del ligando. 
Mutaciones que promuevan dimerización de estos receptores son frecuentemente vistas en 
células transformadas. Hay sin embargo, varios mecanismos diferentes por el cual los GFR 
se vuelven constitutivamente activados por dimerización y por lo tanto contribuyen a la 
pérdida de control en el crecimiento que caracteriza a estas células transformadas [61]: 
 
• Un mecanismo es expresar un número aumentado de receptores por célula. La 
sobreexpresión de un receptor normal, aún en la ausencia del ligando, desplazará el 
equilibrio de receptores monoméricos inactivos a receptores activos diméricos u 
oligoméricos; esto es muy común para miembros de la familia de receptores EGF. 
• Otro mecanismo es una mutación del receptor, que promueva la dimerización ligando-
dependiente, por ejemplo la formación de un puente disulfuro entre los receptores. 
También puede haber mutaciones en el dominio quinasa del receptor que conduce a 
una actividad catalítica incrementada de la quinasa, o una especificidad alterada  por el 
sustrato. 
• Un tercer mecanismo es vía la formación de proteínas fusión entre un dominio tirosin 
quinasa y una proteína que es un dímero funcional; dentro de estos se encuentran 
receptores TRK, RET y MET, los cuales se han encontrado como proteínas fusión 
junto con, por ejemplo, tropomiosina, TPR o la subunidad regulatoria de la protein 
quinasa dependiente de cAMP. Cada uno de estos miembros fusión es capaz de formar 
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homodímeros; por consiguiente en la proteína fusión, estos unirán los dominios 
quinasa, que les permitirá su autofosforilación y activación. 
• Por último, existen ejemplos de proteínas virales que interactúan con receptores de 
factores de crecimiento, en una forma tal que promueva la dimerización del receptor; 
por ejemplo, la proteína E5 del virus del papiloma puede unirse al receptor PDGFβ y 
posiblemente también al EGFR. 
• En adición a lo anterior, mutaciones que perturben las regiones involucradas en la 
regulación negativa de la función del receptor pueden también contribuir a las 
propiedades de transformación.  
 
Frecuentemente, una combinación de diferentes mutaciones en un receptor dado es 
necesaria para llevar a cabo una actividad transformante total. No obstante, en tipos 
particulares de tumores, la expresión de ciertos receptores ha mostrado correlacionar con un 
buen pronóstico, por ejemplo, el receptor para NGF y SCF en neuroblastoma y melanoma, 
respectivamente. Presumiblemente, la actividad de estos receptores correlaciona con el 
mantenimiento de la diferenciación de estos tipos celulares. [61]  
 
Todo este conocimiento incrementado en torno a los receptores de membrana y las vías de 
señalización que están activando en células transformadas ha abierto ciertas posibilidades 
de usar quinasas como blancos en terapias anti-tumorales. Por consiguiente, y teniendo en 
cuenta que la transformación oncogénica de proteínas quinasas se va a reflejar en cambios 
en la fosforilación de sus proteínas sustrato, ciertas fosfoproteínas y sus quinasas pueden 
constituir blancos terapéuticos promisorios para el control y tratamiento del cáncer, 
pudiendo desplazar a los inhibidores de MMPs usados tradicionalmente en la terapia 
anticancerosa, pero que, no obstante, presentan ciertas fallas en su acción. Ya que son estas 
fosfoproteínas las que median la señalización que conduce a la metástasis, en el estudio en 
conjunto de estas se puede encontrar la clave para el control de la proliferación e  invasión 
del cáncer. 
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4. HIPOTESIS 
 
 
 
La hipótesis que aquí se plantea considera que, las diferencias en la regulación de los 
procesos de proliferación, invasión y migración entre células de trofoblasto normal y 
células de trofoblasto maligno o coriocarcinoma, se pueden observar a nivel de la expresión 
y fosforilación de proteínas, tanto de membrana como de citoplasma; de tal forma que se 
espera obtener un perfil de expresión/fosforilación de proteínas modificado o diferente 
entre la línea de trofoblasto normal y la línea de trofoblasto maligno; así como cambios en 
estos perfiles de expresión / fosforilación en respuesta al estímulo con SFB.  
 
Se piensa que en el proteoma de la línea de coriocarcinoma (línea celular JEG-3) se 
obtendrán ciertas fosfoproteínas sobre expresadas y activadas en mayor grado con respecto 
a la línea de trofoblasto premaligno (línea celular HTR8/SVneo), las cuales estarán 
involucradas en la señalización que conduce a progresión del ciclo celular, proliferación e 
invasión/migración. También es posible encontrar ciertas fosfoproteínas inactivas y/o con 
un nivel de expresión menor en las células de JEG-3 con respecto a las células de 
HTR8/SVneo, las cuales estarían relacionadas con la inhibición de los procesos celulares 
que conducen a proliferación, migración e invasión. 
 
Así mismo, se espera encontrar proteínas expresadas y fosforiladas diferencialmente en 
respuesta al SFB en la línea de trofoblasto pre maligna (línea celular HTR8/SVneo), las 
cuales estarán regulando la señalización llevada a cabo por el SFB, con una implicación en 
el fenotipo pre maligno característico de esta línea. 
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5. OBJETIVOS 
 
 
 
5.1. Objetivo General 
 
 Estudiar las vías de señalización activadas en líneas celulares de trofoblasto humano, 
mediante un abordaje proteómico,  y establecer su relación con la malignización.  
 
 
5.2. Objetivos Específicos 
 
 Obtener un sub-proteoma basal enriquecido en proteínas citoplasmáticas de la línea  
celular de trofoblasto, HTR8/SVneo, mediante un fraccionamiento diferencial con 
detergentes. 
 
 Obtener el fosfoproteoma de la línea celular de trofoblasto, HTR8/SVneo en respuesta 
a estímulo con SFB 10%, mediante Cromatografía de Afinidad (IMAC). 
 
 Caracterizar el perfil de fosforilación en respuesta al estímulo con SFB 10%, en la 
línea celular de trofoblasto, HTR8/SVneo y sus efectos a nivel de expresión de 
proteínas, mediante electroforesis 2D. 
 
 Identificar las proteínas fosforiladas en respuesta al SFB 10%, en la línea celular de 
trofoblasto, HTR8/SVneo, por medio de Cromatografía Líquida acoplada a 
Espectrometría de Masas (LC-MS/MS) y establecer su posible relación con el fenotipo 
maligno. 
 
 Identificar las proteínas expresadas en respuesta al SFB 10%, en la línea celular de 
trofoblasto, HTR8/SVneo, por medio de Cromatografía Líquida acoplada a 
Espectrometría de Masas (LC-MS/MS) y establecer su posible relación con el fenotipo 
maligno. 
 
 Determinar y comparar los perfiles de expresión de proteínas citoplasmáticas en las 
líneas celulares de trofoblasto, HTR8/SVneo y de coriocarcinoma, JEG-3, por medio 
de un análisis del sub-proteoma de citoplasma utilizando electroforesis 2D. 
 
 Determinar y comparar los perfiles de fosforilación de proteínas en las líneas celulares 
de trofoblasto, HTR8/SVneo y de coriocarcinoma, JEG-3, por medio de un análisis del 
fosfoproteoma total utilizando electroforesis 2D. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
 
6.1. CULTIVOS CELULARES 
 
La línea celular de citotrofoblasto extravelloso HTR8/SVneo fue donada por  la Dra. 
Ángela Cadavid de la Universidad de Antioquia. Esta línea celular fue desarrollada  de 
un cultivo de explante de placenta humana de primer trimestre e inmortalizada por 
transfección con un ADNc que codifica el antígeno T 40 grande del virus de simio [41]. 
Estas células exhiben un alto índice de proliferación y comparten varias similitudes 
fenotípicas con las células parentales de HTR8, incluyendo habilidades invasivas in 
vitro.  
 
La línea celular JEG-3 fue desarrollada a partir de coriocarcinoma placental humano, 
crecimiento maligno derivado del trofoblasto de cualquier evento gestacional; está fue 
donada por la Dra. Karin Svedberg (CMB, Karolinska Institute, Estocolmo, Suecia). 
 
Las células se cultivaron a 37ºC en atmósfera húmeda con 5% de CO2 en medio RPMI 
1640 (Sigma Chemical Co.) suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) 
(Gibco®), 1% de L-Glutamina y 1% de PESTA (100U/ml de penicilina/ estreptomicina/ 
anfotericina). Para la línea celular JEG-3, en vez de medio RPMI se usó medio DMEM 
alto en glucosa (Sigma Chemical Co.). Las células fueron plaqueadas a platos de cultivo 
de 100 mm, incubadas por dos días en medio suplementado o hasta el 90% de 
confluencia y deprivadas durante 12 a 13 horas en medio libre de proteína, tras lo cual 
se colocaron los estímulos por el tiempo señalado.  
 
 
6.2. ESTÍMULOS 
 
Como estímulo se empleó Suero Fetal Bovino (SFB) (Gibco®) al 10% durante 5, 10, 15 
y 30 minutos para estandarizar el tiempo de fosforilación. Se estimuló durante 15 
minutos (tiempo previamente estandarizado) para los fosfoproteomas o durante 24 horas 
para los proteomas de expresión, o se extrajo sin someter a estimulación para el caso de 
los sub-proteomas de citoplasma. 
 
 
6.3. FRACCIONAMIENTO CELULAR  
 
Se ensayó el fraccionamiento diferencial con detergentes, el cual permite obtener todos los 
subproteomas gracias a la extracción secuencial con diferentes detergentes que aísla 
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proteínas de distintos compartimientos estructuralmente y funcionalmente intactos. Este fue 
descrito inicialmente por Rambsy y Makowski en 1999 (ver Anexo 1) [66].  
 
Se utilizó un buffer PIPES (sacarosa 300 mM, NaCl 100 mM, PIPES 10 mM, MgCl2.6H2O 
3 mM) con Digitonina/EDTA (0,015%, pH 6.8) para permeabilizar la célula, extrayendo las 
proteínas de citoplasma y solubilizando las de membrana con buffer PIPES con Tritón X-
100/ EDTA (0,5%, pH 7,4).  
 
La ventaja de este método es que, a diferencia de otros métodos de fraccionamiento sub 
celular, preserva la integridad de los micro filamentos y de los filamentos intermedios de la 
red del citoesqueleto y es especialmente útil para cantidades limitadas de biomaterial; 
además, se obtiene cada fracción de forma soluble y no precipitada, lo cual causa 
problemas de solubilización, especialmente en proteínas de membrana. Otras ventajas de 
este método es que es simple y altamente reproducible, y no requiere pasos de ultra 
centrifugación. 
 
6.3.1. Implementación y validación del fraccionamiento celular  
 
6.3.1.1. SDS-PAGE 
Para observar las diferencias en los perfiles electroforéticos de cada fracción obtenida, 30 
µg de proteína se separaron en mediante SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes, con 
poliacrilamida al 10%. El  gel obtenido se tiñó con azul de Coomassie. 
 
6.3.1.2. Western Blot 
La presencia o ausencia de proteínas representativas de cada fracción se evaluó mediante 
Western Blot. 30 µg de proteína de cada fracción celular y lavado se separaron mediante 
SDS-PAGE al 10% en condiciones desnaturalizantes.  Las proteínas se transfirieron a una 
membrana de nitrocelulosa; esta se bloqueó con leche al 5% en TBS a temperatura 
ambiente por dos horas y media, se incubó toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario 
respectivo a una dilución de 1:1000 con leche al 1% en TBS, se realizaron 3 lavados de 10 
minutos con TBS-Tween al 0,01%, se incubó con el anticuerpo secundario acoplado a 
peroxidasa de rábano a una dilución de 1:2000 para el anti-ratón o de 1:10.000 para el anti-
conejo con leche al 1% en TBS. Se realizaron 3 lavados de 10 minutos con TBS-Tween al 
0,01% y se reveló con luminol H2O2 a una película fotográfica fujifilm (Kodak®) por 5 
minutos. 
 
Los anticuerpos primarios empleados fueron inmunoglobulinas IgG policlonales de conejo 
anti-IGF-IR, anti-FAK, anti-ERK 2 y anti-Akt (todos de Santa Cruz Biotechnology, Inc.) e  
inmunoglobulinas IgG policlonales de ratón anti-p53 y anti-pY20 (Becton-Dickinson®). 
Los anticuerpos secundarios empleados fueron inmunoglobulinas IgG anti-conejo y anti-
ratón (Santa Cruz Biotechnology, Inc.). 
 
 
6.4.  IMPLEMENTACIÓN DE LA PRECIPITACIÓN 
 
6.4.1. Método Ácido Tricloroacético/Acetona 
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A la muestra de proteína se agrega ácido tricloroacético frío para una concentración final de 
10% v/v y se incuba por 1 hora a -20°C, tras lo cual se centrifuga la muestra a 12.000 rpm, 
por 15 minutos a 4°C. Se lava dos veces con acetona fría y un último lavado con 
Acetona:Agua 90:10. Finalmente se disuelve en buffer de solubilización.  
 
6.4.2. Método Cloroformo/Metanol 
 
Este método se basa en una partición mediante la conformación de un sistema terciario 
Agua/Metanol:Cloroformo, en el que las proteínas permanecerán precipitadas en la 
interfase. El “pellet” de proteína obtenido finalmente se disuelve en buffer de 
solubilización.   
 
 
6.5. PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS 
 
6.5.1. Obtención del extracto total de proteínas 
 
Para el proteoma total se empleó buffer RIPA (NaCl 150 mM, Tris-Cl pH 7,4 50 mM, 
EDTA 5 mM) con Tritón X-100 al 1% (Pierce) para su lisis, con coctel de inhibidores 
de proteasas y fosfatasas (Na3VO4 1 mM, PMSF 50 mM, Leupeptina 0,5 µg/µl, 
Pepstatina 0,5 µg/µl, Aprotinina 0,5 µg/µl). 
 
6.5.2. Obtención de los subproteomas de citoplasma 
 
El sub-proteoma de citoplasma se obtuvo mediante un fraccionamiento diferencial con 
detergentes usando un protocolo modificado desarrollado inicialmente por Rambsy y 
Makowski en 1999 [66]. La fracción de citoplasma se obtuvo al permeabilizar la célula 
con el buffer PIPES / Digitonina al 0,015%, con coctel de inhibidores de proteasas y 
fosfatasas (Na3VO4 1 mM, PMSF 50 mM, Leupeptina 0,5 µg/µl, Pepstatina 0,5 µg/µl, 
Aprotinina 0,5 µg/µl); se incubó por 10 minutos a 4°C, tras lo cual se centrifugó a 2.000 
rpm por 10 minutos. El “pellet” residual que contiene los fantasmas celulares intactos 
fue lavado tres veces con 50 µl de buffer PIPES con coctel de inhibidores de proteasas y 
fosfatasas.  
 
Para obtener la fracción de membrana, el “pellet” fue solubilizado con el buffer PIPES / 
Tritón X-100 al 0,5% con coctel de inhibidores de proteasas y fosfatasas (Na3VO4 1 
mM, PMSF 50 mM, Leupeptina 0,5 µg/µl, Pepstatina 0,5 µg/µl, Aprotinina 0,5 µg/µl); 
se incubó por 30 minutos a 4°C, tras lo cual se centrifugó a 10.000 rpm por 10 minutos. 
El “pellet” residual que contiene las proteínas nucleares y las fibras del citoesqueleto 
fue lavado dos veces con 50 µl de buffer PIPES con coctel de inhibidores de proteasas y 
fosfatasas.  
 
6.5.3. Obtención de los fosfoproteomas 
 
Las células se lavaron con buffer HEPES 50mM pH 7.02, y se lisaron empleando un 
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buffer RIPA modificado sin EDTA (NaCl 150 mM, Tris-Cl pH 7,4 50 mM, Tritón X-
100 al 1% (Pierce®)) con coctel de inhibidores de proteasas y fosfatasas (NaFl 10 mM, 
Na3VO4 1 mM, PMSF 50 mM, Leupeptina 0,5 µg/µl, Pepstatina 0,5 µg/µl, Aprotinina 
0,5 µg/µl). El extracto obtenido se cuantificó y se obtuvo la fracción de fosfoproteínas 
mediante el uso de un kit de enriquecimiento de fosfoproteínas (Pierce®, Thermo 
scientific) que se basa en una cromatografía de afinidad, el cual emplea una columna de 
afinidad con un metal divalente o trivalente inmovilizado (IMAC) como Fe3+, para 
retener los grupos fosfatos [67]. Las fosfoproteínas eluidas fueron concentradas por 
medio de un dispositivo de ultrafiltración centrifugal iCON (Pierce®, Thermo 
scientific).  
  
6.5.4. Desalinización y concentración de las muestras 
 
Cada diferente extracto obtenido se precipitó con cloroformo/metanol para concentrar la 
muestra y eliminar las sales, y se re suspendió en buffer de resolubilización (7 M urea, 2 
M tiourea, 4% CHAPS, 40mM DTT, con anfolitos 0,5% en gradiente No Lineal 3-10).  
 
 
6.6. CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 
 
Cada extracto proteico obtenido se cuantificó por duplicado usando el kit de proteína 
660nm de Pierce (Pierce®, Thermo scientific), diluyendo la muestra 20 veces y usando 
como estándar proteico BSA 2,0 – 0,0625 μg/μl. Se midió la absorbancia a 660 nm y se 
construyo la curva de calibración.   
 
Alternativamente, y para las muestras solubilizadas en buffer de isoelectroenfoque, se 
cuantificó con amidoblack por blot, diluyendo la muestra 20 veces y usando como 
estándar proteico BSA 2,0 – 0,0625 μg/μl. Las imágenes fueron digitalizadas y 
analizadas mediante el software Quantity One 4.6 (Bio-Rad®). La intensidad de cada 
“spot” se determinó por densitometría como IN/mm2 y se construyó la curva de 
calibración. 
 
 
6.7. SEPARACIÓN DE PROTEÍNAS POR ELECTOROFORESIS EN DOS 
DIMENSIONES - 2D-PAGE  
 
6.7.1. Isoelectroenfoque 
 
Cada muestra analizada se corrió en un gel separado. Para la primera dimensión, se 
empleó entre 500 μg y 1,0 mg de proteína en buffer de isoelectroenfoque; se llevó a 300 
μl con buffer de rehidratación (7 M urea, 2 M tiourea, 2% CHAPS, 40 mM DTT, 1% 
anfolitos 3-10, y trazas de azul de bromofenol) y se usaron tiras secas inmovilizadas (18 
cm, pH NL 3-10 de Bio-Rad® o 4-7 de GE® o Bio-Rad®) para la separación. 
Inicialmente se empleó un rango amplio de tiras (7 cm, pH NL 3-10 de Bio-Rad®), y 
con los resultados obtenidos se escogió el  rango donde la mayoría de las proteínas se 
focalizaban (18 cm, pH 4-7 de Bio-Rad®). La tira con la muestra se rehidrató de forma 
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pasiva por 2 horas, y de forma activa por 11 horas a 50 V en un focalizador Bio-Rad®. 
El isoelectroenfoque de las tiras se llevó a cabo a los siguientes gradientes de voltaje: 
250 V por 30’ (rampa rápida), 1.000 V por 30’ (rampa rápida),  1.000 V por 1h 
(constante),  4.000 V por 45’ (rampa rápida), 4.000 V por 1h (constante),  y a 8.000 V 
(rampa rápida) hasta un total de 55 kVh. 
 
6.7.2. SDS-PAGE 
 
Después del isoelectroenfoque, la tira fue incubada por 20 minutos en el primer buffer 
de equilibrio (5 ml, 6 M urea, 2% SDS, 0.375 M, pH 8.8, Tris-HCl, 20% glicerol, 130 
mM DTT) e incubadas en el segundo buffer conteniendo iodoacetamida 135 mM en vez 
de DTT.  
 
Para la electroforesis en dos dimensiones, las tiras IPG equilibradas fueron puestas en 
un gel de poliacrilamida al 12% o al 10%. La SDS-PAGE fue llevada a cabo a  80 V por 
12 horas y luego 90 V por 5 horas, usando una cámara de electroforesis DODECA Bio-
Rad®. Como marcador de peso molecular se usó el estándar RPN 5800 (GE®) o Pierce 
Blue Prestained Molecular Weight Marker Mix (Pierce®).  
 
6.7.3. Visualización 
 
Después de la separación, las proteínas en el gel fueron fijadas con etanol al 30% y ácido 
fosfórico al 2%; lavadas dos veces con ácido fosfórico al 2%; sensibilizadas en ácido 
fosfórico al 2%, etanol al 18% y sulfato de amonio al 15%; y teñidas con Coomassie 
coloidal (G-250) al 1%.  
 
 
6.8. ANÁLISIS DE IMÁGENES 
 
El perfil proteico en los geles fue analizado usando el programa ImageMaster 2D Platinum 
7.02 (General Electric, Disk Serial Num: 32B1604F, License Type: Node-locked); con este 
se compararon los patrones de fosforilación y expresión en cada línea celular y entre líneas 
celulares, con y sin estímulo, para establecer cuáles proteínas están presentando una 
diferencia de expresión y de activación/fosforilación.  Se usaron marcadores o landmarks 
para mejorar el apareamiento de las imágenes y la comparación de los geles.  
 
 
6.9.  IDENTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS EXPRESADAS Y ACTIVADAS 
DIFERENCIALMENTE  
 
6.9.1. Procesamiento de los “spots” 
 
6.9.1.1. Preparación del “spot” 
Los “spots” de proteína seleccionados fueron picados y seccionados usando un bisturí 
limpio. Se lavaron con 400 µl de ACN 50% / NH4HCO3 25 mM en agua MiliQ por 15 
minutos para eliminar el Coomassie y restos de detergente; esto se realizó por triplicado o 
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hasta que los pedazos de gel fueran descoloridos. Los geles se deshidrataron con 200 µl de 
ACN 100%  y se secaron en Speed Vac por 15 minutos.  
 
6.9.1.2. Digestión tríptica 
Se preparó una dilución de tripsina 20 ng/ml en NH4HCO3 50 mM (Seq. Grade modified, 
Promega, Madison WI USA). Los geles se rehidrataron con 15 µl de la solución de tripsina 
a 4°C por 30 minutos, tras lo cual se completo el volumen con 20 µl de NH4HCO3 50 mM 
y se llevo a cabo la digestión tríptica a 37°C por 18 horas. 
 
Tras esto, la solución con los péptidos se transfirió a un nuevo tubo, y los péptidos 
absorbidos en el gel se extrajeron con 30 µl de ACN 50% / Ac. Fórmico 5% y ultrasonido 
por 15 minutos, reuniendo el extracto en el tubo anterior; esta extracción se realizó por 
duplicado. El extracto con los péptidos fue concentrado en Speed Vac hasta un volumen 
aproximado de 10 µl. 
 
6.9.1.3. Tratamiento por ZipTip 
Los péptidos analizados por MS-MALDI fueron tratados por ZipTip (C18 RP, Millipore®) 
según indicaciones del fabricante, para eliminar las sales y otros contaminantes, como la 
IAA, aún presente. La muestra fue eluida con 3 µl de ACN 50% / TFA 0,1% y 0,5 µl de 
muestra se plaqueó con 0,5 µl de suspensión de matriz ácido alfa-ciano-4-hidroxi-cinámico 
(CHCA) (Pierce®).  
 
 
6.9.2. Espectrometría de Masas 
 
6.9.2.1. Análisis por MS-MALDI/TOF/TOF  
El análisis por MS-MALDI TOF/TOF, se llevó a cabo en el laboratorio de la Dra. Patricia 
Cuervo en el Instituto Oswaldo Cruz – FIOCURZ en Rio de Janeiro, Brasil. Para la 
identificación se usó una búsqueda de ión MS/MS con modificaciones fijas como 
carbamidometilación en cisteína, y modificaciones variables  como acetilación del N-
terminal y oxidación de metionina.  
 
6.9.2.2. Análisis por LC-MS-ESI 
Las proteínas que presentaron patrones diferenciales de expresión y fosforilación / 
activación fueron analizadas e identificadas por nanocromatografía líquida acoplada a 
espectrometría de masas en tándem (nanoLC-MS/MS) en un equipo HPLC-MS LTQ 
Orbitrap Velos (Thermo Fisher) en el Instituto Karolinska y con la colaboración del Dr. 
Leopold Ilag en la Unidad de Proteómica de la Universidad de Estocolmo, Suecia. 
 
 
6.10. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
Para la identificación de las proteínas expresadas diferencialmente en los proteomas 
estimulados con SFB, con respecto a los controles (24 horas), se trabajó con el test 
estadístico Kolmogorov-Smirnov, a un nivel de significancia de 0.10 (D>0,642). 
 
 
 
 
 
7. RESULTADOS  
 
 
 
7.1. IMPLEMENTACIÓN DE METODOLOGÍAS 
 
7.1.1. Validación del fraccionamiento celular 
 
Para llevar a cabo el fraccionamiento celular se utilizó un fraccionamiento diferencial con 
detergentes usando un protocolo modificado desarrollado inicialmente por Rambsy y 
Makowski en 1999 (ver Anexo 1) [66]. 
 
Inicialmente se ensayaron diferentes tiempos de incubación con el buffer PIPES/Digitonina 
(5, 10, 15 y 20 minutos) y se midió la cantidad de proteína obtenida en cada extracto 
(Figura 3). Ya que no se encontraron grandes diferencias en la cantidad de proteína de 
citoplasma obtenida, los análisis posteriores se llevaron a cabo a 5 y 10 minutos de 
incubación con el buffer PIPES/Digitonina. Si bien, se observo un contenido de proteína 
muy alto en la solución de lavado del primer “pellet”, Lv. C.-M, el cual corresponde a los 
fantasmas celulares aún conteniendo la membrana citoplasmática, núcleo y citoesqueleto, y 
que debe ser lavado para terminar de retirar proteínas de citoplasma; esto implica la 
necesidad de implementar un mayor número de lavados de este primer “pellet”. 
 
 
Figura 3 Distribución de proteínas en cada fracción obtenida para diferentes tiempos de incubación con el 
buffer PIPES/Digitonina, método fraccionamiento diferencial con detergentes, FDD. E.C., extracto de 
citoplasma; E.M., extracto de membrana; E.N., extracto de núcleo; Lv. C-M., solución de de lavado del 
“pellet” de membrana; Lv M.N., solución de lavado del “pellet” de núcleo. 
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Mediante SDS-PAGE se comprobaron las diferencias en los perfiles electroforéticos de 
cada fracción, observándose un fraccionamiento proteico al comparar cada extracto con el 
extracto total y encontrando diferencias más marcadas entre los perfiles del extracto de 
citoplasma y de membrana a un tiempo de incubación de 10 minutos (Figura 4); aunque el 
perfil del extracto de citoplasma y de membrana es muy similar, así como el de la primera 
solución de lavado. 
  
 
Figura 4 Perfiles electroforéticos para la distribución de la proteína en cada fracción. Diferente tiempo de 
incubación con el buffer PIPES/Digitonina;  E.C., extracto de citoplasma; E.M., extracto de membrana; E.N., 
extracto de núcleo 
Para evaluar el fraccionamiento celular se llevaron a cabo sendos western blot contra 
proteínas representativas de fracción de membrana y de citoplasma, tales como el receptor 
del factor de crecimiento similar a la insulina, IGF-IR para la membrana citoplasmática y 
para el citoplasma proteínas como la quinasa transductora de señal ERK. 
 
Se obtuvo un extracto de membrana enriquecido en proteínas de membrana, mientras que 
no se observa presencia del receptor de membrana evaluado en el extracto de citoplasma; la 
solución de lavado también se encuentra libre de proteínas de membrana, lo que indica que 
se mantiene la integridad celular en este punto (Figura 5). 
 
 
Figura 5 Distribución de proteínas representativas de fracción de membrana citoplasmática: receptor del 
factor de crecimiento similar a la insulina, IGF-IR; E.C., extracto de citoplasma; E.M., extracto de membrana; 
E.N., extracto de núcleo; Lv. C.M., solución de lavado del “pellet” de membrana; Lv M.N., solución de 
lavado del “pellet” de núcleo. 
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Sin embargo, al evaluar la distribución de la quinasa citoplasmática ERK (Figura 6), se 
observó la presencia de esta tanto en el extracto citoplasmático como en el de membrana, y 
más abundantemente en la primera solución de lavado del “pellet” C-M. Este primer 
“pellet” obtenido, que contiene los fantasmas celulares, debió ser sometido a lavados con el 
buffer PIPES para eliminar proteínas de citoplasma residuales al interior de la célula, de tal 
forma que en esta solución se observa la presencia de la proteína citoplasmática ERK. De 
tal forma que el extracto de membrana se encontraba enriquecido en proteínas de 
membrana, pero contaminado con proteínas de citoplasma y era necesario implementar 
pasos adicionales de lavado del primer “pellet”. 
 
 
Figura 6 Distribución de proteínas representativas de fracción de citoplasma: proteína transductora de señal, 
ERK; E.C., extracto de citoplasma; E.M., extracto de membrana; E.N., extracto de núcleo; Lv. C.M., solución 
de lavado del “pellet” de membrana; Lv M.N., solución de lavado del “pellet” de núcleo. 
 
Al tener un mayor número de lavados del primer “pellet”, C-M, se observa como disminuye 
la cantidad de proteína obtenida en la fracción de membrana, así como disminuye la 
cantidad de proteína presente en cada solución de lavado consecutiva. 
 
 
Figura 7 Distribución de proteínas en cada fracción obtenida para diferentes tiempos de incubación con el 
buffer PIPES/Digitonina y un mayor número de lavados de “pellet”, método fraccionamiento diferencial con 
detergentes, FDD. E.C., extracto de citoplasma; E.M., extracto de membrana; E.N., extracto de núcleo; Lv. 
C.M., solución de de lavado del “pellet” de membrana; Lv M.N., solución de lavado del “pellet” de núcleo. 
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No obstante al evaluar la distribución de proteínas citoplasmáticas como ERK (Figura 8)  y 
FAK (Figura 9) en las distintas soluciones de lavado obtenidas, así como en la fracción de 
membrana, se sigue observando la presencia ubicua de estas proteínas.  
 
Figura 8 Distribución de proteínas representativas de fracción de citoplasma: proteína transductora de señal, 
ERK; E.C., extracto de citoplasma; E.M., extracto de membrana; Lv. 2 y Lv 3, segunda y tercera solución de 
lavado del “pellet” de membrana, C.M. 
 
Figura 9 Distribución de proteínas representativas de fracción de citoplasma: quinasa de adhesión focal, 
FAK; E.C., extracto de citoplasma; E.M., extracto de membrana; Lv. 2 y Lv 3, segunda y tercera solución de 
lavado del “pellet” de membrana, C.M. 
 
Si bien, hay que tener en cuenta que estas proteínas, a pesar de ser citoplasmáticas, 
frecuentemente se anclan a membrana donde llevan a cabo diferentes procesos de 
señalización: FAK, particularmente, forma complejos con integrinas y otras proteínas de 
membrana, vinculando también proteínas señalizadoras como ERK, de tal forma que se 
puede obtener tanto en el extracto de citoplasma como en el de membrana y la presencia de 
estas en el extracto de membrana no significa plenamente contaminación de este. 
Para descartar que la presencia de proteínas de citoplasma en el extracto de membrana sea 
debida a la formación de estos complejos focales, se evaluó la presencia de una proteína 
que se mueve entre citoplasma y núcleo pero nunca llega a las inmediaciones de la 
membrana plasmática. Esta es el factor de transcripción p53, el cual se encontraba en las 2 
fracciones y en los lavados, concluyendo que la fracción de membrana se encuentra 
contaminada con proteínas de citoplasma, a pesar de los lavados implementados (Figura 
10).  
 
Figura 10 Distribución de proteínas representativas de fracción de citoplasma: factor de transcripción, 
proteína supresora de tumores, p53; E.C., extracto de citoplasma; E.M., extracto de membrana; Lv. 2 y Lv 3, 
segunda y tercera solución de lavado del “pellet” de membrana, C.M. 
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Como conclusión, se obtuvo un extracto de citoplasma libre de proteínas de membrana y 
reproducible, mientras que el extracto de membrana mostró contaminación con proteínas de 
citoplasma, a pesar de las diferentes estrategias ensayadas.  
 
7.1.2. Precipitación y reproducibilidad final 
 
Para la evaluación de proteomas por 2D es necesario el cambio de la composición del 
buffer en el que se encuentran las proteínas. Inicialmente se evaluó la precipitación con Ac. 
Tricloroacético / Acetona, obteniéndose una recuperación muy baja, a diferencia de la 
precipitación con Cloroformo / Metanol, la cual permite rendimientos y recuperaciones 
mayores (Figura 11).  
 
 
Figura 11 Evaluación del método de precipitación. Precipitación del extracto de citoplasma con 
tricloroacético/acetona o con cloroformo/metanol por duplicado. Total, cantidad de proteína citoplasmática 
original; Precipit, cantidad de proteína obtenida tras precipitación. 
Adicionalmente se evaluó la reproducibilidad del extracto de citoplasma obtenido y se 
verificó si hay pérdidas selectivas de proteína durante la precipitación; para esto se 
evaluaron por western blot la presencia de diferentes proteínas, como la quinasa 
transductora de señal, ERK, o la quinasa transductora de señal, Akt, en el extracto de 
citoplasma o inicial y en el extracto obtenido tras la precipitación con TCA/Acetona. 
 
Figura 12 Evaluación de la reproducibilidad del extracto de citoplasma obtenido y de la precipitación con 
TCA/Acetona, mediante Western Blot. a) Ab 1 contra Akt, b) Ab 1 contra ERK. E.C., extracto de citoplasma; 
pE.C., extracto de citoplasma obtenido tras precipitación. 
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A pesar del bajo rendimiento registrado para la precipitación con Ac. Tricloroacético / 
Acetona, la reproducibilidad de la técnica es buena y no hay pérdidas selectivas de proteína 
durante la precipitación (Figura 12). 
 
Para el caso del cloroformo se obtuvo una buena reproducibilidad tanto en los extractos de 
citoplasma como con los precipitados obtenidos, sin presentarse pérdidas selectivas de 
proteína (Figura 13). 
 
Figura 13 Evaluación de la reproducibilidad del extracto de citoplasma obtenido y de la precipitación con 
Cloroformo/Metanol, mediante Western Blot. a) Ab 1 contra FAK, b) Ab 1 contra ERK, c) Ab 1 contra p53. 
E.C., extracto de citoplasma; pE.C., extracto de citoplasma obtenido tras precipitación; IEF, extracto total 
obtenido con buffer de isoelectroenfoque. 
De tal forma que es posible obtener extractos reproducibles, incluso a nivel del precipitado 
y sin pérdidas selectivas de material, aspecto muy importante a la hora de trabajar en 
proteómica. 
 
Figura 14 Western blot para proteínas fosfo-tirosina. E.C., extracto de citoplasma; pE.C., extracto de 
citoplasma obtenido tras precipitación con cloroformo/metanol; IEF, extracto total obtenido con buffer de 
isoelectroenfoque; RIPA, extracto total obtenido con buffer RIPA; SFB 10%, estímulos con SFB 10% por 30 
minutos; RPMI, control negativo de la fosforilación medio RPMI deprivado de estímulos. 
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Otro aspecto clave a evaluar es que no haya pérdidas en la fosforilación durante el proceso 
de precipitación. Para esto se evaluó la fosforilación en tirosina de proteínas, mediante 
western blot, usando para ello un anticuerpo primario anti-fosfo tirosina (pY20). Estas 
fosfoproteínas, tales como las evaluadas en los anteriores western blot, son los principales 
mediadores de la señal que conduce a proliferación, migración e invasión. Se estimularon 
células de HTR8/SVneo con SFB 10% por 30 minutos y se compararon los extractos de 
citoplasma obtenidos, sin precipitar, precipitando con cloroformo/metanol y extractos 
totales obtenidos con buffer RIPA o con buffer de isoelectroenfoque IEF; teniendo como 
control negativo de la fosforilación, un extracto total de células de HTR8/SVneo 
mantenidas en medio RPMI deprivado de estímulos durante el mismo tiempo.  
 
No se observaron pérdidas en la fosforilación durante este proceso, aunque las señales 
obtenidas en general son menores a las de un extracto total, esto debido al fraccionamiento. 
De tal forma que el método de precipitación con cloroformo/metanol permite estudiar 
fosfoproteomas. 
Finalmente, la técnica de fraccionamiento con detergentes y precipitación con Cloroformo /  
Metanol empleada resulta adecuada para la obtención de un sub-proteoma de citoplasma de 
la línea celular de trofoblasto, HTR8/SVneo, con una reproducibilidad y recuperación 
adecuadas para su análisis por electroforesis bidimensional, sin afectar el nivel de 
fosforilación de las fosfoproteínas. 
 
7.1.3. Estandarización del tiempo de fosforilación por Western Blot 
 
Por último, un aspecto clave que debe ser estandarizado es el tiempo de estimulación al 
cabo del cual se obtiene el mayor nivel de fosforilación, para la mayoría de las proteínas 
evaluadas. Para esto, se estimularon las células de HTR8/SVneo con o sin SFB 10% por 
cero, quince, treinta, sesenta o ciento veinte minutos, se obtuvo el extracto total y se evaluó 
la fosforilación por medio de western blot. 
 
Figura 15 Western blot para el estado de la fosforilación de proteínas fosfo-tirosina a diferentes tiempos de 
estímulo. SFB: estímulos con SFB 10% por el tiempo indicado; RPMI, control negativo de la fosforilación 
medio RPMI deprivado de estímulos. 
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Aunque no se observaron diferencias significativas en la fosforilación a los diferentes 
tiempos ensayados, se escogió el tiempo de estimulación con SFB de 15 minutos ya que 
con este hay una intensidad ligeramente mayor en la mayoría de las bandas, permitiendo de 
esta forma obtener un mayor nivel de fosforilación de las proteínas a estudiar. 
 
 
 
7.2. ESTUDIO PRELIMINAR DE EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS: 
PROTEOMAS TOTALES PARA HTR8/SVNEO Y JEG-3 
 
7.2.1. Establecimiento del rango de pI de trabajo 
 
Ya que al realizar un análisis de proteínas en un rango amplio de punto isoeléctrico (pI) se 
enmascaran muchas proteínas, es preferible trabajar un zoom de una región de pI, dado que 
de esta forma se logra una resolución mayor de las proteínas a analizar.  
 
 
Figura 16 Geles 2D representativos de los proteomas de la línea celular de trofoblasto, HTR8/SVneo, y de la 
línea celular de coriocarcinoma, JEG-3. Una alícuota de proteína (100 ug) fue solubilizada en Buffer IEF 
Urea/Tiourea/DTT y separada por 2DE usando tiras IEF de 7 cm en gradiente no lineal de pH 3-10 y SDS-
PAGE al 12%. Los “spots” de proteína fueron visualizados por tinción con Coomassie coloidal. El marcador 
de peso empleado fue RPN5800 (GE). 
Para poder determinar en qué zona de pI se encuentran la mayor parte de proteínas para 
cada línea celular, se evaluaron extractos totales obtenidos mediante buffer RIPA, y se 
obtuvieron los proteomas separados en 2-DE usando tiras de isoelectroenfoque de 7 cm en 
gradiente no lineal de pH 3-10 y SDS-PAGE al 12%. En estos se observó una mayor 
acumulación de proteínas en la región ácida de los proteomas obtenidos, tanto para la línea 
celular de trofoblasto, HTR8/SVneo, como para la línea celular de coriocarcinoma, JEG-3. 
Por este motivo se escogió un rango de pI estrecho en la región ácida, que corresponde a un 
pH de 4 a 7. Si bien, se observan diferencias notorias en la región básica entre los dos 
proteomas obtenidos, por lo que es necesario estudios comparativos adicionales de esta 
región de pI. 
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Al obtener los proteomas con un rango de pI estrecho, de pH 4 a 7, se observa una mejor 
separación y menos sobrelapamiento de las proteínas a lo ancho del gel con respecto al 
rango amplio de 3 a 10; en consecuencia se mejora el análisis de este y la identificación de 
los “spots” de proteína a seleccionar. 
 
Figura 17 Geles 2D representativos de los proteomas de la línea celular de trofoblasto, HTR8/SVneo, y de la 
línea celular de coriocarcinoma, JEG-3. Una alícuota de proteína (1,0 mg) fue solubilizada en Buffer IEF 
Urea/Tiourea/DTT y separada por 2DE usando tiras IEF de 18 cm en gradiente lineal de pH 4-7 y SDS-PAGE 
al 12%. Los “spots” de proteína fueron visualizados por tinción con Coomassie coloidal. El marcador de peso 
empleado fue RPN5800 (GE) para HTR8/SVneo y BlueRanger® Prestained (Pierce) para JEG-3. 
 
 
 
7.3. EVALUACIÓN DE LA SEÑALIZACIÓN INTRACELULAR EN LA LÍNEA 
DE TROFOBLASTO, HTR8/SVneo CON SFB 
 
 
Con el fin de evaluar la implicación del suero fetal bovino (SFB) en la activación de vías de 
señalización citoplasmáticas y la expresión de proteínas, y de esta forma caracterizar la 
señalización intracelular de la línea celular de trofoblasto, HTR8/SVneo, en condiciones 
similares a las fisiológicas, se realizaron una serie de experimentos en los cuales se 
estimuló con SFB 10% durante 15 minutos para observar la fosforilación de vías de 
señalización, o durante 24 horas para observar el cambio en el perfil de expresión de 
proteínas, en la línea derivada de trofoblasto HTR8/SVneo. 
 
 
7.3.1. Activación de vías de señalización en respuesta a SFB 
 
7.3.1.1. Fraccionamiento celular 
Para observar las proteínas de citoplasma que pueden participar en las vías de señalización 
fue necesario realizar un fraccionamiento celular, obteniendo de esta forma un sub-
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proteoma basal de citoplasma [68]. Al compararse con el proteoma total, en general se 
observa un menor número de “spots” en el sub-proteoma, esto debido al fraccionamiento, 
siendo las proteínas de citoplasma el 46% del proteoma total; pero también se visualizan 85 
“spots” que no tienen correspondencia con el proteoma total. 
 
 
Figura 18 Geles 2D del proteoma total y del sub-proteoma de citoplasma basal (RPMI) para  la línea celular 
de trofoblasto, HTR8/SVneo. Una alícuota de proteína (1,0 mg) fue solubilizada en Buffer IEF 
Urea/Tiourea/DTT y separada por 2DE usando tiras IEF de 18 cm en gradiente lineal de pH 4-7 y SDS-PAGE 
al 12%. Los “spots” de proteína fueron visualizados por tinción con Coomassie coloidal.  En círculos verdes: 
“spots” equivalentes; en círculos rojos: “spots” sin correspondencia; en verde se muestran los 3 marcadores 
empleados durante el apareamiento, y en azul el campo vectorial generado por el apareamiento. Imagen 
generada por el programa ImageMaster 2D Platinum 7.02. 
 
Los “spots” presentes en el sub-proteoma de citoplasma y ausentes en el proteoma total 
demuestran la importancia del fraccionamiento, ya que este, además de simplificar el 
análisis al disminuir la complejidad del extracto a analizar, permite mejorar la visualización 
de “spots” al enriquecerlos, que de otra forma quedarían ocultos debido al rango dinámico 
tan amplio de las proteínas.  
 
El sub-proteoma de citoplasma obtenido constituye un mapa de referencia para 
correlacionar con los fosfoproteomas totales y detectar de esta forma las proteínas de 
citoplasma fosforiladas que se presumen involucradas en las vías de señalización que están 
siendo activadas.  
 
7.3.1.2. Fosfoproteomas 
Para determinar la activación fisiológica de fosfoproteínas en la línea celular HTR8/SVneo, 
las células se estimularon con SFB 10% por 15 minutos, teniendo como control medio 
RPMI libre de SFB. Se obtuvo el fosfoproteoma total control y el fosfoproteoma total 
estimulado con SFB y se compararon (Figura 19), obteniéndose 30 “spots” de proteína 
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equivalentes entre los dos fosfoproteomas; 20 de estos “spots” equivalentes se presentan 
también en el sub-proteoma de citoplasma (Figura 20). 
 
 
Figura 19 Geles 2D representativos de los fosfoproteomas de la línea celular de trofoblasto, HTR8/SVneo, 
estimulados con SFB 10% (SFB) o control (RPMI) por 15 minutos. Una alícuota de proteína (500 ug) fue 
solubilizada en Buffer IEF Urea/Tiourea/DTT y separada por 2DE usando tiras IEF de 18 cm en gradiente 
lineal de pH 4-7 y SDS-PAGE al 12%. Los “spots” de proteína fueron visualizados por tinción con 
Coomassie coloidal. El marcador de peso empleado fue RPN5800 (GE). 
 
Figura 20 Correlación entre el sub-proteoma de citoplasma (expresión) y el fosfoproteoma total (activación). 
En círculos verdes: “spots” que corresponde a proteínas fosforiladas citoplasmáticas. En círculos rojos: 
“spots” sin equivalente; en el sub-proteoma, proteína no fosforilada, en el fosfoproteoma, fosfoproteína en 
otros compartimentos celulares. Imagen generada por el programa ImageMaster 2D Platinum 7.02. 
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Se encontraron 49 “spots” presentes sólo en el fosfoproteoma estimulado, de los cuales 29 
“spots” muestran equivalencia con el sub-proteoma de citoplasma (Figura 20 y 21). Los 
otros 20 “spots” de fosfoproteína que no correlacionaron con el sub-proteoma de 
citoplasma podrían corresponder a fosfoproteínas ancladas en la membrana celular como 
receptores que estarían siendo activados por los ligandos presentes en el SFB, y están 
mediando la transducción de la señal hacia vías de señalización intracelular; o incluso 
pueden ser fosfoproteínas presentes en otros compartimentos celulares como vesículas, 
retículo endoplasmático, aparato de golgi, mitocondria o ancladas a las fibras del 
citoesqueleto, y que estarían siendo fosforiladas rápidamente en respuesta al SFB.  
 
 
Figura 21 Sección superior derecha del gel Fosfoproteoma SFB. Fosfoproteínas de citoplasma 
diferencialmente activadas, presentes únicamente bajo estímulo con SFB. En círculos verdes: “spots” 
diferencialmente expresados; en círculos rojos: “spots” equivalentes con el fosfoproteoma basal; con etiqueta 
verde “citopl”: “spots” equivalentes con el sub-proteoma de citoplasma. Imagen generada por el programa 
ImageMaster 2D Platinum 7.02. 
Adicionalmente, 11 “spots” se encontraban presentes solo en el fosfoproteoma basal, 
ninguno equivalente con citoplasma; una gran parte de estos últimos “spots” corresponden 
a una zona donde fue complicado el apareamiento entre los dos geles, por lo que pierden 
significancia biológica (ver figura 19).  
 
 
7.3.1.3. Identificación de proteínas diferencialmente activadas 
Mediante cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas (LC-MS/MS) se 
identificaron 13 “spots” que corresponden a 8 proteínas únicas. Estas fueron identificadas 
por búsqueda en MASCOT, un motor de búsqueda que usa datos de espectrometría de 
masas para identificar proteínas de secuencias primarias en bases de datos.  
 
Dentro de las proteínas identificadas (ver figura 22, tabla 1) se encuentra la proteína de 
choque térmico 5 (HSPA5), la proteína de choque térmico 8 isoforma 1 (HSPA8 I1), la 
queratina 1, 8 y 18 (KRT1, KRT8 y KRT18), la subunidad beta del complejo proteico 1 
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(CCT2 T), la anexina A1 (ANXA1) y la glicoproteína alfa-2-HS también conocida como 
Fetuina A (AHSG). 
 
 
 
 
Figura 22 Fosfoproteínas identificadas en el gel 2D del fosfoproteoma HTR/SVneo estimulado con SFB 10% 
por 15 minutos. Los “spots” de proteína fueron secuenciados por LC-TOF/TOF e identificados por búsqueda 
en bases de datos. 
No. 
“spot” 
No. acceso 
Nombre 
proteína 
Mw 
(Da) 
pI~ 
Cubrimiento 
(%) 
Función molecular  Activación  Compartimento
21  IPI00003362  HSPA5  72422  5,07 33  Chaperona  Inducible  Citoplasma 
18  IPI00554648  KRT8  53705  5,52 26  Filamento citoesqueleto  Inducible  Citoplasma 
16  IPI00297779  CCT2‐T  57489  6,02 43  Chaperona  Inducible   Citoplasma 
13  IPI00297779  CCT2‐T  57489  6,02 35  Chaperona  Constitutiva  Citoplasma 
67  IPI00554788  KRT18  48058  5,34 21  Filamento citoesqueleto  Inducible  Membrana? 
15  IPI00218918  ANXA1  38715  6,64 52  Unión a Ca/fosfolípidos  Constitutiva  Citoplasma 
57  IPI00218918  ANXA1  38715  6,64 56  Unión a Ca/fosfolípidos  Inducible  Membrana? 
55  IPI00003865  HSPA8 I1  70898  5,37 17  Chaperona  Inducible  Membrana? 
52  IPI00220327  KRT1  66039  8,15 12  Filamento citoesqueleto  Inducible  Membrana? 
5  IPI00218918  ANXA1  38715  6,64 10  Unión a Ca/fosfolípidos  Constitutiva  Citoplasma 
F7  IPI00003865  HSPA8 I1  70898  5,37 42  Chaperona  Inducible  Membrana? 
F8  IPI00003865  HSPA8 I1  70898  5,37 18  Chaperona  Inducible  Membrana? 
F9  IPI00022431  AHSG  46627  5,43 4  Inhibidor quinasa  Constitutiva  Citoplasma 
Tabla 1 Tabla de fosfoproteínas encontradas activas en la línea celular HTR8/Svneo, tras estimulación con 
SFB 10% por 15 minutos.  La lista corresponde a proteínas identificadas obtenidas tras análisis LC-MS/MS. 
MW, peso molecular teórico; ~pI, punto isoeléctrico teórico basal; % cubrimiento, porcentaje cubrimiento de 
la secuencia de aminoácidos. 
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Al correlacionar el peso molecular y el punto isoeléctrico teórico reportado para cada 
proteína, con el peso molecular y el punto isoeléctrico observado en los geles se obtiene 
una discrepancia. Esto se debe a las diversas modificaciones post-traduccionales que sufre 
la proteína al ser procesada y la presencia de una misma proteína en diferentes zonas del gel 
2D muestra los diversos estados en los que se encuentra un proteína al momento de ser 
extraída. 
 
Prueba de lo anterior es la proteína Anexina A1, la cual se identificó en 3 “spots” distintos 
del fosfoproteoma, cada uno con unas características diferentes. El “spot” número 5 con 
peso molecular y pI práctico observado de 38 kDa y pI 6,7, está constitutivamente 
fosforilado y se encontró en el citoplasma. El “spot” 15, con peso molecular alrededor de 
60 kDa y pI de 6,3, también se encontraba constitutivamente fosforilado y presente en el 
citoplasma. No obstante, el “spot” 57 con el mismo peso molecular que el anterior (cerca de 
60 kDa) pero un pI un poco más básico, de 6,5, era inducible ante la estimulación con SFB 
y no se encontraba en el citoplasma.  
 
Así mismo sucede con la subunidad β del complejo proteico 1 (CCT2 T), la cual se 
identificó en dos “spots”. El “spot” número 13, con peso molecular aproximado de 54 kDa 
y pI aproximado de 6, está constitutivamente fosforilado y se presenta en el citoplasma,  
mientras que el “spot” 16, también presente en el citoplasma y con peso molecular 
observado de 57 kDa y pI observado de 6, es fosforilado por la estimulación con SFB.  
 
Para el caso de la proteína de choque térmico 8 isoforma 1 (HSPA8 I1), los tres “spots” con 
los que fue identificado presentan la misma regulación: son fosforilados de forma inducible 
en respuesta al SFB, pero no presentan correspondencia con el sub-proteoma de citoplasma. 
El “spot” número 55 presenta un peso molecular observado aproximadamente de 45 kDa y 
un pI de 5,4; el “spot” número F7 situado a 82 kDa presenta un pI de 6,7 y el “spot” 
número F8 comparte el peso molecular con el F7 pero es un poco más ácido, con pI de 6,6.  
 
 
7.3.2. Expresión de proteínas en respuesta a SFB 
 
Las proteínas expresadas producto de la activación de vías de señalización en condiciones 
fisiológicas, se obtuvieron al estimular con SFB al 10% a células de la línea derivada de 
trofoblasto, HTR8/SVneo, durante 24 horas, y se compararon con células sin estimular 
durante el mismo lapso de tiempo. Ya que se quería observar como variaba el proteoma 
total en un rango amplio de pI, para de esta forma poder evaluar globalmente el efecto de la 
estimulación con SFB sobre la expresión de proteínas, estos proteomas se obtuvieron con 
tiras IEF en gradiente no lineal de pH 3-10. Tres geles de cada uno de los dos grupos fueron 
analizados, y los geles representativos son presentados en la figura 23.  
 
El perfil de expresión proteico general fue muy similar, estableciendo dentro del grupo SFB 
233 “spots” equivalentes con un porcentaje de equivalencia del 94%, y 162 “spots” 
equivalentes para el grupo RPMI, con el 81% de apareamiento, lo cual demuestra la 
reproducibilidad obtenida, y permite validar la técnica.  
 
La comparación entre el grupo SFB y el grupo RPMI dió 143 “spots” equivalentes para el 
gel SFB referencia. La comparación de los “spots” de proteína en 2DE entre los dos grupos 
revela que 95 “spots” son expresados únicamente en los proteomas estimulados con SFB 24 
horas (Figura 23), mientras que 35 “spots” solo se encuentran presentes en los proteomas 
basales; estos 35 “spots” pueden corresponder a proteína que se expresa solo cuando la 
célula se encuentra en quiescencia o/y deprivada, y son proteínas que podrían ayudar a 
regular estos estados.  
 
 
Figura 23 Geles 2D representativos de los proteomas de la línea celular de trofoblasto, HTR8/SVneo, 
estimulados con SFB 10% o sin este (RPMI) por 24 horas. Una alícuota de proteína (1,0 mg) fue solubilizada 
en Buffer IEF Urea/Tiourea/DTT y separada por 2DE usando tiras IEF de 18 cm en gradiente no  lineal de pH 
3-10 y SDS-PAGE al 12%. Los “spots” de proteína fueron visualizados por tinción con Coomassie coloidal. 
El marcador de peso empleado fue RPN5800 (GE).  
Al realizar el análisis estadístico (test Kolmogorov-Smirnov, 0.10 D>0,642), se encontraron 
236 “spots” de proteína diferencialmente expresados de forma significativa de 281 “spots” 
analizados que corresponde a un 84,0%, de los cuales 130 proteínas fueron 
significativamente sobre-expresadas al estimular con SFB (46,3% del total de “spots” 
analizados), y 106 proteínas fueron inhibidas (37,7% del total de “spots” analizados).  
 
El análisis estadístico llevado a cabo permite discernir si existen diferencias significativas o 
no, para un “spot” particular, entre clases; en este caso entre el grupo estimulado con SFB y 
el grupo sin estímulo, lo que le da significancia al papel del SFB como causante de estas 
expresiones 
 
En la siguiente figura (Figura 24) se pueden apreciar los porcentajes correspondiente a los 
“spots” de proteína expresada de forma equivalente entre el proteoma estimulado y el 
proteoma control y los “spots” de proteína diferencialmente expresada entre estos dos 
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proteomas; estos últimos se distribuyen entre “spots” presentes únicamente en el proteoma 
estimulado, “spots” ausentes del proteoma estimulado y presentes únicamente en el 
proteoma control, “spots” sobre expresados en el proteoma estimulado, y “spots” inhibidos 
en el proteoma estimulado. 
 
Figura 24 Porcentajes de “spots” de proteína diferencialmente expresada entre el proteoma estimulado con 
SFB 24 horas, y el proteoma control de la línea celular de trofoblasto, HTR8/SVneo.  
 
 
7.3.2.1. Identificación de proteínas diferencialmente expresadas 
 
 
Figura 25 Proteínas identificadas en el gel 2D del proteoma HTR/SVneo estimulado con SFB 10% por 24 
horas. Los “spots” de proteína fueron secuenciados por LC-TOF/TOF e identificados por búsqueda en bases 
de datos. 
Mediante cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas (LC-MS/MS) se 
identificaron 13 “spots”  que corresponden a 10 proteínas únicas. Estas fueron identificadas 
por búsqueda en MASCOT. Dentro de las proteínas identificadas (ver figura 25 y tabla 2) 
48 
 
49 
 
figuran la proteína de choque térmico 8 isoforma 1 (HSPA8 I1) y la proteína de choque 
térmico de 60 kDa mitocondrial (HSPD1), la queratina 8 (KRT8), isozima M1/M2 piruvato 
quinasa (PKM2), ATPasa del retículo endoplasmático transicional (VCP), la anexina A1 
(ANXA1), vimentina (VIM), actina citoplásmica 2 (ACTG1), la dehidrogenasa 2 Inosina-
5’-monofosfato (IMPDH2)  y alfa enolasa (ENO 1). 
 
Similar a lo obtenido con los fosfoproteomas, al correlacionar el peso molecular y el punto 
isoeléctrico teórico reportado para cada proteína, con el peso molecular y el punto 
isoeléctrico observado en los geles se obtiene una discrepancia, debida al procesamiento y 
las diversas modificaciones post-traduccionales que puede tener una proteína en particular 
al momento de ser extraída. 
 
No. 
“spot” 
No. acceso 
Nombre 
proteína 
Mw 
(Da) 
pI~ 
Cubrimiento 
(%) 
K test
Nivel 
cambio
Función molecular  Regulación
55  IPI00003865  HSPA8  70898  5,37  68  1,00  3,14  Chaperona  Up 
51  IPI00003865  HSPA8  70898  5,37  10  1,00  1,68  Chaperona  Up 
27  IPI00479186  PKM2  57937  7,96  44  1,00  1,43  piruvato quinasa  Down 
219  IPI00022774  VCP  89322  5,14  39  1,00  *  transporte vesicularV  Up 
235  IPI00218918  ANXA1  39031  6,64  76  1,00  *  Unión a Ca/fosfolípidos  Up 
29  IPI00784154  HSPD1  61055  5,7  66  0,67  1,35  Chaperona  Up 
29A  IPI00479186  PKM2  57937  7,96  33  0,67  1,35  piruvato quinasa  Down 
22  IPI00418471  VIM  53652  5,06  47  0,67  1,26  constituyente citoesqueleto  Down 
17  IPI00554648  KRT8  53705  5,52  41  1,00  1,51  Filamento citoesqueleto  Up 
E1  IPI00021440  ACTG1  41793  5,31  47  1,00  *  Filamento citoesqueleto  Up 
144  IPI00291510  IMPDH2  55805  6,44  13  0,67  1,50  dehidrogenasa IMP  Down 
76  IPI00465248  ENO 1  47169  6,99  26  0,67  1,57  liasa, represor  Down 
E2  IPI00465248  ENO 1  47169  6,99  56  1,00  *  liasa, represor  Up 
Tabla 2 Tabla de proteínas expresadas en la línea celular HTR8/Svneo, tras estimulación con SFB 10% por 
24 horas. La lista corresponde a proteínas identificadas obtenidas tras análisis LC-MS/MS. MW, peso 
molecular teórico; ~pI, punto isoeléctrico teórico basal; % cubrimiento, porcentaje cubrimiento de la 
secuencia de aminoácidos; K test, valor del test estadístico Kolmogorov; Nivel cambio, razón de cambio de la 
expresión *”spots” de proteína presente solo en la clase SFB. 
 
La proteína de choque térmico 8 isoforma 1 (HSPA8 I1) se identificó en dos “spots”, 
ambos sobre expresados en respuesta al SFB. El número 55 de 71 kDa observados y pI 
observado de 5,4, y el número 51 con aproximadamente 78 kDa y pI observado de 5,8. 
 
La enolasa 1 también presenta dos estados, pero con diferente regulación: mientras que el 
“spots” 76 situado a 47 kDa y pI 7,8 se encuentra inhibido, el “spot” E2 situado 
aproximadamente a 39 kDa y pI 7,5 se observa sobre expresado. 
Por otro lado, la isoenzima M1/M2 piruvato quinasa (PKM2), presenta dos “spots”: el 
número 27 situado aproximadamente a 72 kDa y pI de 8 y el número 29A situado 
aproximadamente a 70 kDa y pI 5,6, ambos inhibidos en respuesta al SFB.  
El “spots” número 235 que corresponde a Anexina A1 fue identificado por MS-MALDI 
TOF/TOF y se usó una búsqueda de ión MS/MS con modificaciones fijas como 
carbamidometilacion en cisteína, y modificaciones variables como acetilación del N-
terminal y oxidación de metionina. Como un ejemplo representativo del análisis MS/MS, 
en la figura 26 se presenta el espectro de la huella digital “fingerprint” para la mezcla de 
péptidos trípticos de esta proteína, y en la figura 27 se muestra el espectro MS/MS para el 
ión precursor de 1702,98 m/z.  
 
 
Figura 26 Espectro de la huella digital "fingerprint" representativo para la mezcla de péptidos trípticos de  
Anexina A1 (“spots” número 235). 
 
Figura 27 Espectro MS/MS del precursor 1702,98 de la proteína Anexina A1 (“spot” número 235). Sobre 
cada señal usada en la identificación figura la serie y o b correspondiente. 
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Esta proteína fue identificada con un score de 76 y con dos secuencias de péptidos de masa 
observada de 1550,9010 y 1702,9844, que corresponden a las señales más intensas 
registradas en el espectro “fingerprint” (Figura 26).  
 
El primer péptido de m/z 1550,9010, con secuencia GTDVNVFNTILTTR, es encontrado 
en la anexina A1 (gi|54696610), y presentó un score de 17, con 12 matches de 240; estos 
matchs corresponden a cuatro series y, una y*, dos series b, una b*, una b°, una a°, la 
secuencia interna yb que corresponde a FNT, y la secuencia interna ya que corresponde a 
TT. A continuación se presentan las señales para cada uno de estos rompimientos: ya(TT-
CO)=175,1077, y(1)=175,1190, b(3)=274,1034, yb(FNT)=363,1663, b(5)=487,2147, 
y(5)=603,3824, y(6)=704,4301, a°(8)= y*(7)=801,4465, b*(9)=931,4156, 
b°(10)=1043,5156, y(11)=1277,7212. 
 
El segundo ión precursor de m/z 1702,9844, cuya fragmentación MS/MS se muestra en la 
figura 27, y con secuencia GLGTDEDTLIEILASR que también corresponde a anexina A1, 
fue asignado con un score de 58 y 10 matches de 254; entre estos figuran 9 series y y una 
serie b. La asignación de cada una de estas fragmentaciones figura sobre el ión 
correspondiente en la figura 27. A continuación se presentan las señales para cada uno de 
estos rompimientos: y(1)= 175,1190, y(2)=262,1510, y(3)=333,1881, y(4)=446,2722, 
y(5)=559,3562, y(6)=b(7)=688,3988, y(9)=1015,6146, y(10)=1130,6416, y(11)=1259,6842. 
 
 
 
7.4. ESTUDIO COMPARATIVO DE LA SEÑALIZACIÓN INTRACELULAR 
EN LAS LINEAS CELULARES DE TROFOBLASTO Y DE 
CORIOCARCINOMA EN RESPUESTA AL SFB 
 
7.4.1. Expresión diferencial de proteínas de citoplasma basales 
 
Con el objetivo de determinar y comparar los perfiles de expresión de proteínas 
transductoras de señal citoplasmáticas en las líneas celulares de trofoblasto, HTR8/SVneo y 
de coriocarcinoma, JEG-3, se obtuvieron los sub-proteomas basales de citoplasma para 
estas líneas, por medio del fraccionamiento diferencial con detergentes implementado 
anteriormente, y resolviendo las proteínas por electroforesis 2D.  
 
Se realizaron separaciones de la proteínas de citoplasma en geles de poliacrilamida al 12% 
(Figura 28) y en geles de poliacrilamida al 10% (Figura 29). En la primera separación, a 
pesar del perfil proteico general muy diferente, es posible encontrar equivalencias entre los 
“spots” de proteína de mayor intensidad, de igual forma sucede con los geles al 10%. No 
obstante, se prefirió realizar el análisis proteómico en los geles al 10%, ya que en este la 
separación entre proteínas y su distribución a lo largo del gel es mayor y el apareamiento 
entre imágenes se realizó más fácilmente. 
 
 Figura 28 Geles 2D representativos de sub-proteoma basal de citoplasma de la línea celular de trofoblasto, 
HTR8/SVneo, y de la línea celular de coriocarcinoma, JEG-3. El extracto de citoplasma fue obtenido por 
fraccionamiento diferencial con detergentes y precipitado con Cloroformo/Metanol. Una alícuota de proteína 
(700 ug) fue solubilizada en Buffer IEF Urea/Tiourea/DTT y separada por 2DE usando tiras IEF de 18 cm en 
gradiente lineal de pH 4-7 y SDS-PAGE al 12%. Los “spots” de proteína fueron visualizados por tinción con 
Coomassie coloidal. El marcador de peso empleado fue RPN5800 (GE) para HTR8/SVneo y BlueRanger® 
Prestained (Pierce) para JEG-3. 
 
Figura 29 Geles 2D representativos de sub-proteoma basal de citoplasma de la línea celular de trofoblasto, 
HTR8/SVneo, y de la línea celular de coriocarcinoma, JEG-3. El extracto de citoplasma fue obtenido por 
fraccionamiento diferencial con detergentes y precipitado con Cloroformo/Metanol. Una alícuota de proteína 
(700 ug) fue solubilizada en Buffer IEF Urea/Tiourea/DTT y separada por 2DE usando tiras IEF de 18 cm en 
gradiente lineal de pH 4-7 y SDS-PAGE al 10%. Los “spots” de proteína fueron visualizados por tinción con 
Coomassie coloidal. 
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Al realizar el análisis de las imágenes en este último juego de geles (Figura 30) se 
obtuvieron 74 “spots” de proteína equivalentes lo que muestra los circuitos moleculares 
compartidos entre ambos modelos celulares y su origen tisular trofoblástico. No obstante, el 
sub-proteoma de citoplasma de la línea de coriocarcinoma, JEG-3, presenta 61 “spots” de 
proteína expresados únicamente en este, mientras que el sub-proteoma de citoplasma de la 
línea de trofoblasto, HTR8/SVneo presenta 43 “spots” de proteína expresados únicamente 
en esta.  
 
 
Figura 30 Geles 2D del sub-proteoma basal de citoplasma de la línea celular de trofoblasto, HTR8/SVneo 
(derecha), y de la línea celular de coriocarcinoma, JEG-3 (izquierda). En círculos verdes: “spots” 
equivalentes; en círculos rojos: “spots” sin correspondencia; en verde se muestran los 2 marcadores 
empleados durante el apareamiento. Imagen generada por el programa ImageMaster 2D Platinum 7.02. 
 
 
 
7.4.2. Fosforilación diferencial de proteínas en respuesta al SFB. 
  
Para poder tener una idea de las vías de señalización que son activadas en trofoblasto y en 
coriocarcinoma, es necesario determinar y comparar los perfiles de fosforilación de 
proteínas en las líneas celulares de trofoblasto y de coriocarcinoma. Para esto se 
estimularon células de las líneas de trofoblasto, HTR8/SVneo y de coriocarcinoma, JEG-3, 
con SFB 10% por 15 minutos y se obtuvo el fosfoproteoma por medio de Cromatografía de 
Afinidad con Metal ligado (IMAC) y se resolvió por electroforesis 2D.  
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Figura 31 Geles 2D representativos del fosfoproteoma total de la línea celular de trofoblasto, HTR8/SVneo, y 
de la línea celular de coriocarcinoma, JEG-3. El fosfoproteoma fue obtenido tras estimulación por 15 minutos 
con SFB 10%, enriquecido mediante cromatografía de afinidad con metal ligado (IMAC) y precipitado con 
Cloroformo/Metanol. Una alícuota de proteína (500 ug) fue solubilizada en Buffer IEF Urea/Tiourea/DTT y 
separada por 2DE usando tiras IEF de 18 cm en gradiente lineal de pH 4-7 y SDS-PAGE al 12%. Los “spots” 
de proteína fueron visualizados por tinción con Coomassie coloidal. El marcador de peso empleado fue 
RPN5800 (GE) para HTR8/SVneo. 
 
Al obtener los fosfoproteomas (Figura 31) se observan grandes diferencias en la 
fosforilación de proteínas en cada línea celular, encontrando un mayor número de proteínas 
fosforiladas en la línea de coriocarcinoma que en la línea de trofoblasto. Estas se 
encuentran especialmente en la región básica del zoom y a pesos moleculares altos.  
 
Desafortunadamente, y debido a la falta de similaridad entre los fosfoproteomas, no fue 
posible realizar el apareamiento entre los geles y el posterior análisis de las imágenes, por 
lo que solo es posible un análisis cualitativo global. 
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8. DISCUSIÓN 
 
 
 
Este proyecto se planteó como un estudio básico experimental, dirigido a identificar las 
fosfoproteínas más relevantes en el proceso de malignización celular, comparando los 
patrones de expresión y activación en líneas invasivas derivadas de trofoblasto  pre maligno 
y maligno, a través de la perspectiva de un análisis proteómico exploratorio. El estudio de 
proteomas permite observar las actividades y reacciones de las células en determinado 
momento ante diferentes estímulos que las hacen adaptarse; asimismo, solamente los 
perfiles diferenciales de proteínas nos dejan ver con certeza qué ocurre en la actividad 
metabólica de una célula, ya que la expresión de genes no refleja necesariamente la 
actividad de una proteína, dado que ésta se encuentra regulada por infinidad de mecanismos 
y modificaciones post-traduccionales, como la fosforilación.  
 
Para tener una aproximación correcta de esas actividades, la selección de proteomas a 
extraer y el tipo de proteínas que se quieren evaluar es fundamental. Con este objetivo se 
desarrollaron diferentes procesos de fraccionamiento subcelular que permitieron obtener 
proteínas diferencialmente expresadas representativas de diferentes estructuras celulares, 
como el sub-proteoma de citoplasma y el fosfoproteoma total. La comparación entre 
proteínas fosforiladas y sin fosforilar ha abierto la puerta a la proteómica dinámica, con la 
que se pueden estudiar alteraciones fisiológicas de los procesos celulares fundamentales, 
detectar blancos terapéuticos e incluso marcadores de diagnóstico para diferentes tipos de 
enfermedades, entre ellas el cáncer. 
 
Los perfiles de expresión y activación proteómica obtenidos en esta investigación son los 
primeros conjuntos de datos proteómicos de la línea celular de trofoblasto, HTR8/SVneo y 
de la línea celular de coriocarcinoma, JEG-3. Previamente, en el 2007 ya se había realizado 
un análisis proteómico de la línea celular de coriocarcinoma BeWo, aunque orientado a la 
diferenciación inducida por forskolina [30] y los efectos de la hipoxia durante la 
sincitialización [28]. En consecuencia, este trabajo se mantiene innovador, ya que se enfoca 
en transformación maligna.  
 
Este proyecto consta de dos partes: en la primera se evaluó la señalización intracelular en la 
línea de trofoblasto pre maligno HTR8/SVneo en respuesta al SFB, y en la segunda se 
compararon los perfiles proteicos de la línea de trofoblasto pre maligno HTR8/SVneo y la 
línea de coriocarcinoma JEG-3, haciendo énfasis en la expresión de proteínas de citoplasma 
y la fosforilación de proteínas totales.   
 
Los fosfoproteomas totales, estimulado o sin estímulo, se obtuvieron mediante la técnica de 
cromatografía de afinidad con metal ligado (IMAC),  así como también se obtuvo la 
fracción citoplasmática del proteoma por fraccionamiento diferencial con detergentes, 
56 
 
separando las proteínas mediante electroforesis bidimensional (2-DE), visualizando las 
proteínas con tinción con Coomassie coloidal e identificando los “spots” de proteínas por 
medio de análisis de espectrometría de masas (MS-MALDI-TOF/TOF) o cromatografía 
líquida acoplada a masas (LC-MS/MS) y utilizando sistemas bio-informáticos.  
 
 
 
8.1. IMPORTANCIA DEL FRACCIONAMIENTO SUB-CELULAR EN 
ESTUDIOS PROTEÓMICOS  
 
 
En general, cualquier manipulación aplicada a una mezcla de proteínas compleja va a 
conducir a algunas pérdidas inespecíficas de proteínas, como las que se registraron durante 
la precipitación de proteínas durante los pasos de preparación de la muestra. Este hecho 
sugiere que, cualquier pre-fraccionamiento de una muestra para análisis proteómico debe 
ser evitada. Sin embargo, la experiencia práctica reportada en diversos artículos y libros 
[71], muestra que de todos modos no existe ningún proceso que ofrezca un cubrimiento 
completo de un proteoma total y solo la pequeña combinación de técnicas y métodos 
permite resultados superiores. Por lo tanto, la afirmación de que adquirir un proteoma total 
con solo un procedimiento es obsoleta, y no solo es viable, sino necesario realizar un 
fraccionamiento orientado a enriquecer las proteínas de interés, en este caso fosfoproteínas 
y proteínas de citoplasma. Este pre-fraccionamiento, ya sea para obtener un sub-proteoma 
de citoplasma o un fosfoproteoma total,  es importante ya que gracias a él se logra reducir 
la complejidad de un proteoma, mejorando la separación y evitando la sobrelapación por 
proteínas abundantes, y en consecuencia incrementando considerablemente el número de 
identificaciones. 
 
Por otro lado, el trabajo en proteómica requiere de alta reproducibilidad experimental que 
permita obtener datos biológicamente significativos y reproducibles. No obstante, para 
llevar a cabo esto era necesario implementar y validar las técnicas y métodos a emplear, 
asegurando la obtención de un sub-proteoma de citoplasma que no estuviera contaminado 
con proteínas de membrana y fuera reproducible, para así poder determinar con certeza la 
ubicación celular de las proteínas a estudiar durante el análisis cualitativo. Esto permite 
realizar análisis proteómicos espacio-temporales. 
 
Es posible determinar parcialmente la reproducibilidad de la técnica a nivel de los 
proteomas, obteniendo triplicados biológicos como se hizo con los proteomas de expresión 
de proteína en respuesta al SFB en la línea HTR8/SVneo, para los cuales se vio una 
equivalencia entre geles de 94% y del 81%; no obstante esto no permite determinar si hay 
perdida selectiva de proteína o no, durante la precipitación del extracto obtenido. Esto se 
logró al realizar western blot contra diferentes proteínas, en los extractos de citoplasma 
antes y después de precipitar, siendo los geles de electroforesis 1-D y la técnica de western 
blot particularmente útiles para realizar una comparación preliminar de reproducibilidad de 
replicados de extractos. 
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Sumado a lo anterior, al llevar a cabo estudios de fosforilación es necesario establecer el 
tiempo de de estimulación que dependerá de la cinética de fosforilación, la cual es 
altamente dinámica; en este trabajó se usó como criterio de selección el tiempo en el cual se 
obtuviera no solo la mayor intensidad de señales sino también el mayor número de 
proteínas fosforiladas, escogiendo un tiempo de 15 minutos como idóneo para estudiar la 
fosforilación en respuesta al SFB. Adicionalmente, es necesario considerar el coctel de 
inhibidores de fosfatasas que se usó, ya que este, junto con el tiempo de estímulo, va a 
alterar el perfil del fosfoproteoma obtenido. Se ha visto que diferentes tipos de inhibidores 
de fosfatasas producen distintas poblaciones de fosfoproteínas, y en este trabajo es 
necesario tener en cuenta que, a pesar de haber usado inhibidores de fosfatasas como 
ortovanadato (NaVO4) y fluoruro de sodio (NaF) no se usó EDTA como quelante, debido a 
que éste es un interferente de la cromatografía de afinidad IMAC, al acomplejar al metal 
ligado. 
 
Asimismo, es necesario validar el fosfoproteoma obtenido. La técnica de cromatografía de 
afinidad IMAC, a pesar de ser altamente usada para enriquecimiento de proteínas, presenta 
ciertos problemas asociados, como el alto nivel de uniones no específicas cuando se usa 
para el enriquecimiento de fosfoproteínas de muestras proteicas altamente complejas; sin 
embargo, la acidificación de la muestra antes del análisis IMAC protona los grupos 
carboxilos en los residuos de aminoácidos altamente ácidos y reduce las uniones 
inespecíficas [67]. Para darle validez a los datos obtenidos, se obtuvo un fosfoproteoma 
basal de las células mantenidas en medio RPMI libre de SFB por 15 minutos, tiempo al que 
se hicieron los análisis de estimulación; el fosfoproteoma estimulado se comparó contra 
este control, permitiendo no solo eliminar las inespecificidades que se pudieron generar 
durante la cromatografía de afinidad, sino también detectar las proteínas cuya fosforilación 
es inducida en respuesta al SFB, restando importancia a las señales de proteínas 
fosforiladas constitutivamente. 
 
 
 
8.2. EVALUACIÓN DE LA SEÑALIZACIÓN INTRACELULAR EN LA LÍNEA 
DE TROFOBLASTO HTR8/SVNEO 
 
 
En estudios previos en nuestro laboratorio se ha comprobado el efecto estimulador de la 
proliferación e invasión del SFB sobre un panel de líneas celulares, incluida la línea 
HTR/SVneo y la línea JEG-3 [46, 70, 72]. La composición del suero fetal bovino asemeja 
las condiciones fisiológicas del microambiente en el que se encuentra el trofoblasto y el 
coriocarcinoma in vivo, de tal forma que al usarlo como estímulo en líneas celulares 
derivadas de trofoblasto se puede llegar a tener un buen modelo de estas células en 
condiciones fisiológicas y estudiar sus redes de señalización. No obstante, y ya que el suero 
fetal bovino comercial presenta una alta variación entre lotes, en este trabajo se realizaron 
los estímulos con suero proveniente de un mismo lote. 
 
8.2.1. Activación diferencial de vías de señalización y expresión diferencial de 
proteínas en respuesta al SFB 
De todas las proteínas de las vías de señalización intracelular que pueden ser activadas por 
SFB 10%, nos enfocamos en las fosfoproteínas, ya que la señalización por fosforilación es 
una de las más importantes de los circuitos moleculares: una vez un ligando ha activado a 
su receptor, los mensajeros secundarios transfieren la información del complejo receptor-
ligando, generalmente por medio de la fosforilación de proteínas, en la que quinasas 
transfieren grupos fosforilo de ATP a residuos serina, treonina y tirosina en proteínas, 
provocando una cascada de señalización por fosforilación o phospho-relay, que finalmente 
concluirá en la respuesta a la señal ambiental [73, 74].  
 
Sin embargo, en este trabajo se está dejando de lado otras proteínas importantes en la 
transducción de la señal como lo son las proteínas G acopladas a receptores, transmisión de 
la señal a través de nitrosilaciones, o las vías de retroalimentación o  feedback que regulan 
el proceso de señalización entero a través de la actividad de fosfatasas que terminan con 
esta señal; sin esta terminación de la señal, las células pierden la capacidad de respuesta a 
nuevas señales [73].  
 
También es necesario tener en cuenta que una fosforilación en una proteína transductora de 
señal no siempre va a conducir a su activación, ya que en algunas proteínas la fosforilación 
en ciertos residuos las inhibe; sumado a esto, puede que la proteína actué como un inhibidor 
de una vía de señalización y el efecto esperado sea contrario al planteado de forma general. 
Por lo tanto, es necesario estudiar individualmente el significado biológico de la 
fosforilación de una proteína en particular en el estudio de las vías de señalización. 
 
Centrándonos en los “spots” de fosfoproteína que no tienen equivalencia con el 
fosfoproteoma control y por lo tanto han sido fosforilados en respuesta al SFB (49 “spots”, 
ver figura 32), el hecho de que más de la mitad de estas proteínas se encontraran presentes 
en citoplasma (29) concuerda con la mecánica de los circuitos moleculares, según la cual, 
mientras un receptor de membrana se activa por fosforilación, este transduce la señal 
causando la activación de un gran número de fosfoproteínas citoplasmáticas corriente abajo 
(29), que a su vez van a amplificar la señal provocando múltiples respuestas, entre esas la 
expresión diferencial de proteínas (236) [73, 74].  
 
 
Figura 32 Número de “spots” compartidos entre el sub-proteoma basal de ctioplasma, el fosfoproteoma 
estimulado con SFB 10% por 15 minutos, y el fosfoproteoma control  (RPMI). 
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Por otro lado, y gracias a la comparación entre el fosfoproteoma total y el sub-proteoma de 
citoplasma (Figura 21 y 32), se puede ver que mientras apenas el 20% de los “spots” de 
citoplasma se encuentran fosforilados (49 “spots”), dentro de las proteínas fosforiladas en 
respuesta al SFB el 62% se encuentran en citoplasma, lo cual correlaciona con el papel 
funcional de éstas al ser principalmente mediadores en la transmisión de la señal 
citoplasmática. Al considerar que el fosfoproteoma observado es apenas un 20% de las 
proteínas de citoplasma, se resalta la importancia del enriquecimiento de esta fracción para 
poder estudiar e identificar un mayor número de fosfoproteínas, y concuerda con el papel 
mediador y regulador de estas proteínas, como se indicó anteriormente.  
 
En cuanto a los “spots” de fosfoproteína que no correlacionaron con el sub-proteoma de 
citoplasma (41), es posible decir que estos hacen parte de otros compartimentos celulares o 
están anclados en el citoesqueleto, ya que el método de fraccionamiento empleado 
(fraccionamiento diferencial con detergentes) preserva la integridad de los micro filamentos 
y de los filamentos intermedios de la red del citoesqueleto y no altera la estructura de la 
célula, solo permeabilizando la membrana celular: a pesar que la digitonina a una 
concentración superior a 0,5% es capaz de solubilizar proteínas de membrana, a una 
concentración muy inferior, de 0,015% como la usada en éste trabajo, tan solo permeabiliza 
la célula, permitiendo la salida de proteínas de citoplasma.   
 
En definitiva, el número tan alto de “spots” de fosfoproteína presentes únicamente bajo 
estimulación (49), correlaciona con la activación de un gran número de vías de señalización 
que está ejerciendo el SFB y que se demuestra con el alto número de proteínas expresadas 
de forma diferencial (236 “spots”, 84,0%). 
 
Respecto a las proteínas expresadas producto de la activación de vías de señalización en 
condiciones fisiológicas, que se aproximaron al estimular con SFB por 24 horas, el número 
tan alto de “spots” de proteína diferencialmente expresada por la estimulación con SFB es 
un reflejo de las acciones y los cambios tan dramáticos que ejerce el SFB sobre la fisiología 
celular. Como se aprecia en la figura 24, un gran porcentaje de proteínas (84%) se 
encuentra expresada de forma diferencial en respuesta al SFB.   
 
De estos “spots” de proteína nos interesan los que están siendo expresados 
diferencialmente, particularmente los presentes y sobre expresados (figura 24), debido a la 
estimulación con SFB en las células trofoblásticas, ya que dentro de ellas se pueden 
encontrar las responsables de las funciones biológicas que caracterizan a las células 
trofoblásticas cuando se encuentran en condiciones fisiológicas [33]. Dentro de estas 
habilidades resalta la invasión y migración, para las cuales la estimulación con SFB es un 
control positivo [43, 69, 70]. Estas habilidades, junto con otras características del 
trofoblasto, como el alto nivel de proliferación y la evasión de los efectores del sistema 
inmune, se encuentran compartidas con tumores invasivos y metastásicos [3]; no obstante, 
la acción del trofoblasto se encuentra altamente regulada, por lo que es de interés el estudio 
de sus vías de señalización intracelular [4]. 
 
Finalmente, observamos que varios “spots” de proteína fueron identificados como una sola 
proteína. Para el caso de los fosfoproteomas, mientras que alguno de estos “spots” 
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correlacionó con citoplasma, los otros no; lo que demuestra la regulación espacial a la que 
están sometidas estas proteínas. Esta regulación espacial va a influir en la interacción entre 
proteínas y la formación de complejos, los cuales son vitales para el correcto desarrollo de 
una función en particular. 
 
8.2.2. Identificación de proteínas y su rol biológico 
 
Inicialmente, es necesario tener en cuenta que todas las proteínas identificadas dentro del 
fosfoproteoma estimulado, corresponden a proteínas con fosforilación reportada, incluso 
aquellas que presentaban fosforilación basal, es decir que también se encontraban presentes 
en el fosfoproteoma control. Considerando tanto el fosfoproteoma como el proteoma con 
24 horas de estimulación, se obtuvieron proteínas pertenecientes a los filamentos 
intermedios, proteínas de choque térmico, anexina, fetuina, chaperonas y proteínas del 
metabolismo, entre otras.  
 
Las queratinas, junto con la vimentina encontradas en los proteomas de HTR8/SVneo, 
hacen parte de los filamentos intermedios (IF): estos son polímeros del citoesqueleto cuyas 
proteínas son codificadas por una gran familia de genes diferencialmente expresados, cuya 
transcripción es dinámica y relacionada al tipo celular y al programa de diferenciación; 
adicionalmente, las proteínas IF son sujetas a fosforilaciones dinámicas y otras 
modificaciones. Existen dos tipos de queratinas: las tipo I (ácidas, de 40-64 kDa) y las II 
(neutrales a básicas, de 52-68 kDa), de las cuales la queratina 18  tipo I y las queratinas 1 y 
8 tipo II son de distribución epitelial, mientras que la vimentina de 55 kDa es de 
distribución mesenquimal, altamente expresada en embriones. A parte de sus funciones en 
la organización intracelular, brindando un soporte estructural crucial en el citoplasma y 
núcleo y determinando la arquitectura celular, un número de roles adicionales, de 
naturaleza no mecánica, se han descubierto recientemente para las proteínas IF; estos 
incluyen la regulación de vías de señalización claves que controlan la supervivencia celular, 
crecimiento celular, y procesos vectoriales incluyendo orientación de proteínas en entornos 
celulares polarizados [75]. Sumado a lo anterior, diferentes queratinas se comportan como 
andamios altamente dinámicos en diferentes estados y están implicadas en migración 
celular, determinación del tamaño celular, control de la traducción y proliferación, 
transporte de vesículas y organelos, respuesta a diferentes tipos de estrés y transformación 
maligna; todas estas propiedades están controladas por patrones de fosforilación altamente 
complejos y asociaciones moleculares [76].   
 
Dentro de las funciones que cumplen las proteínas IF en el citoplasma, se ha visto que las 
queratinas están regulando el crecimiento celular, vía un impacto en la regulación de la 
síntesis de proteínas, el ciclo celular y la actividad de quinasas claves en la señalización. Se 
ha visto un incremento marcado en la fosforilación de proteínas IF generalmente durante el 
curso de mitosis, lo que apoya y amplia la novedosa propuesta que las proteínas IF 
proporcionarían un “deposito molecular” para fosforilación durante procesos metabólicos 
claves en la célula, además de actuar como plataformas de señalización. [75]. 
 
También se ha visto que proteínas IF, especialmente queratinas, vimentina y nestina, 
regulan la muerte celular al atenuar la respuesta a señales pro-apoptóticas específicas tales 
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como TNFα y Fas, en diversos modelos de cultivo celular y entornos fisiológicos; en el 
caso del trofectodermo, células de las que se origina el trofoblasto, se ha visto que las 
queratinas K8/K18 se unen a porciones citoplasmáticas de receptores TNFR2 y LT-R, y su 
interacción con Mrj es clave para su dinámica y homeostasis celular propia.  La queratina, 
vimentina y neurofilamentos también responden a daño y estrés no mecánico, lo que 
envuelve sitios específicos de fosforilación. [75]. 
 
Adicionalmente, las IFs han mostrado actuar como andamiaje para proteínas quinasa 
claves, y posiblemente como depósitos de fosfatos, además de participar en la dirección de 
proteínas a locaciones especificas en células polarizadas, en el transporte y distribución de 
organelos, y en la regulación de adhesiones célula-célula y célula-matriz [75]. 
 
Sumado a lo anterior, existen hallazgos relacionados con la fosforilación dependiente, 
autonomía celular y efecto cito protector proporcionado por las queratinas K8/K18 
(encontradas fosforiladas en respuesta al SFB en la línea de trofoblasto) en hepatocitos de 
hígado expuestos a toxinas metabólicas; sin embargo aún no es claro si las queratinas 
K8/K18 proporcionan un deposito aceptor de fosfatos que amortigua la actividad quinasa 
excesiva, o los epítopes fosforilados en estas queratinas están regulando los efectores claves 
de la respuesta a estrés metabólico [75]. 
 
Todos los eventos celulares mencionados anteriormente son muy importantes en la 
transformación maligna, y vinculan las queratinas y la vimentina al fenotipo maligno de 
una forma en la cual no se suele considerar. La expresión de queratinas se ha convertido en 
una herramienta para diagnostico histológico y tumoral, proporcionando parámetros para 
determinar el estatus de diferenciación de varios tipos de carcinomas; paralelamente, es 
gracias a la expresión de citoqueratina que se clasifica histológicamente a las células de 
trofoblasto y la línea HTR8/SVneo, las cuales son de tipo epitelial [41]; incluso, 
anticuerpos de citoqueratina han sido usados ampliamente para la identificación de células 
trofoblásticas en el lecho placentario, después de su invasión.  
 
Particularmente, la K18 se ha reportado en el citoplasma, en la región peri nuclear; en este 
trabajo aunque se encontró fosforilada de forma inducible en respuesta al SFB, no 
presentaba correlación con el sub-proteoma de citoplasma, por lo tanto la forma fosforilada 
detectada se podría encontrar anclada o al interior de  estructuras membranosas sub-
celulares. Adicional a la fosforilación que sufre en tirosina, serina y treonina, también se ha 
reportado acetilación en lisina. Esta queratina es inducida por la IL-6 y se asocia con la K8, 
además de interactuar con el complejo trombina- antitrombina, PNN, proteína de núcleo 
HCV y CFTR mutado (que podría asociarse con un cambio en la impronta y alteración en 
la regulación transcripcional), DNAJB6, TCHP y TRADD. Solo cuando está fosforilado 
interactúa con YWHAE, YWHAH y YWHAZ. Es expresada en colon, placenta, hígado y 
muy débilmente en exocérvix. La fosforilación en la Ser-34 es incrementada durante la 
mitosis, y de forma general la fosforilación se incrementa por IL-6. La K18 está 
involucrada en procesos biológicos como ciclo celular, transporte de la proteína CFTR de 
Golgi a membrana plasmática, la cual está envuelta en el transporte de iones cloruro, y 
regulación negativa de la apoptosis (UniProtKB;  PhosphoSitePlus®, 
www.phosphosite.org). Estas funciones y procesos biológicos concuerdan con los 
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resultados obtenidos al ser una proteína fosforilada en respuesta al SFB, el cual promueve 
la proliferación, invasión y migración en las células de trofoblasto.  
 
La queratina K8 que se encontró fosforilada en respuesta al SFB y correlacionó con el sub-
proteoma de citoplasma, también se encontró sobre expresada de forma diferencial en 
respuesta al SFB tras 24 horas de estimulación. Se ha descrito encontrada en el citoplasma 
y presenta modificaciones como fosforilación en tirosina, serina, y treonina, y acetilación 
en lisina. La fosforilación en residuos serina es aumentada durante la estimulación con EGF 
y mitosis, lo cual concuerda con los resultados obtenidos. Adicionalmente, la fosforilación 
en Ser-74 juega un rol importante en la reorganización de filamentos de queratina. Esta 
proteína es O-glicosilada en múltiples sitios, consistiendo los glicanos de residuos sencillos 
de N-acetilglucosamina. Estas múltiples glicosilaciones pueden explicar el hecho de 
encontrar la K8 en el fosfoproteoma a un peso molecular cercano a 60 kDa, pero 
presentarse en el proteoma total a un peso mucho menor, cercano a 45 kDa y con pI 
ligeramente más ácido. Esta es fosforilada por la quinasa p38, y la fosforilación en residuos 
serina es aumentada durante la estimulación con EGF y mitosis, lo cual concuerda con la 
fosforilación observada en respuesta al SFB, el cual contiene una mezcla de factores de 
crecimiento y mitógenos. Adicionalmente, la Ser-73 de la K8  ha sido implicada como un 
sitio de fosforilación importante durante la mitosis, el estrés celular y la apoptosis. Se ha 
visto que la K8 interactúa con la quinasa c-Jun N-terminal (JNK) [77]. Diversos sitios en 
los que se han observado modificaciones han sido implicados con diversas funciones, como 
la regulación de la motilidad celular (S74-p, S432-p) regulación de la reorganización del 
citoesqueleto (S74-p, s432-p), conformación alterada (S291-p), localización intracelular 
alterada (S74-p, S432-p), estabilización de proteínas (S74-p), regulación de las 
asociaciones moleculares (S74-p) y ubiquitinación (S74-p) (UniProtKB;  PhosphoSite 
Plus®, www.phosphosite.org).   
 
Se ha reportado que la alta expresión de K18, sea que ocurra de forma espontanea o 
inducida por la introducción de un transgen, correlaciona con una invasión y 
tumorigenicidad reducida en una línea celular de cáncer de seno humano; estas alteraciones 
son interpretadas como una transición del fenotipo mesenquimal al epitelial. En línea con 
esto, también se ha encontrado que K18 elevado es un marcador pronóstico favorable e 
independiente en cáncer de seno, mientras que K8, K18 y K19 reducido han mostrado estar 
relacionados con supervivencia reducida en pacientes con este mismo cáncer. De la misma 
forma, en cáncer colorectal la reducción en K8/20 corresponde con un incremento en la 
agresividad, pudiendo significar una transición epitelial-mesenquimal. Por otro lado, la 
fosforilación en Ser 33 de K18 crea sitios de unión a proteínas adaptadoras de la familia 14-
3-3, relacionando a esta quinasa en particular con la entrada a mitosis.[76]. En cuanto al 
trofoblasto, se ha visto una co-expresión de K8, K18 y K19 en blastocitos de ratón y en 
epitelios internos, y estas son esenciales para la integridad del epitelio embriónico 
especializado, de tal forma que la ausencia del citoesqueleto de queratina conduce a 
citólisis y necrosis de las células gigantes trofoblásticas encontradas en estroma uterino 
[78].  
 
Adicional a lo anterior y en contraste con otras queratinas, la K8 y K18 son 
persistentemente expresadas durante transformación maligna, a pesar de que los cambios en 
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la morfología celular son acompañados por alteraciones en la red de filamentos 
intermedios. Se ha visto que, durante la transformación maligna y el desarrollo tumoral, la 
especificidad de K8 y K18 es conservada, haciéndolos marcadores histopatológicos clínicos 
útiles. Al mismo tiempo, se ha visto que oncogenes, los cuales activan la vía de 
señalización de Ras, estimulan la expresión del gen K18 a través de factores de 
transcripción, tales como miembros de las familias ETD y AP-1, incluyendo jun y fos. Por 
último, Ditzel y colaboradores han visto que K8 y K18 pueden ser modificadas exponiendo 
un neoepítope en células cancerosas y ser usadas como marcadores inmunodiagnósticos y 
blancos terapéuticos para adenocarcinomas. [79]  
 
En cuanto a la vimentina, esta fue encontrada inhibida en el proteoma de HTR8/Svneo, tras 
24 horas de estimulación con SFB, en comparación con el proteoma control libre de SFB. 
La vimentina es un filamento intermedio (IF) tipo III, encontrado en varias células no 
epiteliales, especialmente mesenquimales, cuya transcripción es sumamente sensible al 
suero y se manifiesta ampliamente durante el desarrollo, se restringe en el adulto, pero 
resurge en las células proximales a heridas después de daños a diferentes tejidos. Esta 
proteína es expresada en muchas  líneas celulares de carcinomas mamarios independientes 
de hormonas. Es una de las fosfoproteínas más prominentes en varias células de origen 
mesenquimal. La fosforilación es aumentada durante la división celular, tiempo durante el 
cual los filamentos de vimentina son reorganizados significativamente. Está involucrada en 
procesos biológicos como motilidad celular y procesos basados en filamentos. La vimentina 
recién sintetizada puede formar un puente entre ERK activado e importina, produciendo un 
“complejo de transporte retrogrado” unido a los micro túbulos del citoesqueleto; se piensa 
que la interacción con la vimentina preserva el estado activo de ERK en el contexto de 
“señalización quinasa de largo rango” [75] (UniProtKB;  PhosphoSitePlus®, 
www.phosphosite.org).  La vimentina se ha reportado necesaria para la regulación 
apropiada de ERK en distintos contextos celulares, y muestra la vinculación de este 
filamento con los procesos celulares restringidos espacial o vectorialmente, aspecto que 
usualmente no se considera en señalización, pero que siempre está presente. La expresión 
de vimentina en las células de la línea de HTR8/SVneo pone de manifiesto un carácter 
mesenquimal de las mismas; sin embargo, su inhibición en respuesta al SFB nos habla tanto 
un cambio del fenotipo mesenquimal, propio de células malignas, hacia uno epitelial, 
característico de células normales. Asimismo, su inhibición puede implicar un control 
negativo en la mitosis y la motilidad celular, procesos resultantes de la activación de otras 
vías de señalización en respuesta al SFB.  
 
En conclusión, las proteínas IF citoplasmáticas, participan en la regulación de un número 
creciente de vías de señalización y procesos biológicos, en los cuales no se suelen tener en 
cuenta. Así mismo, el hecho de encontrar la vimentina expresada en células de la línea 
HTR8/SVneo, sugiere que estas células han sufrido una transición parcial de su fenotipo 
epitelial de origen (citotrofoblasto extravelloso) hacia uno mesenquimal, lo cual concuerda 
con la caracterización que se hace de esta línea como pre maligna, debido a la inserción del 
antígeno del virus T40 en su genoma. No obstante, al expresar aún la queratina 8 y 18, se 
mantienen sus características epiteliales, lo que demuestra que se encuentra en proceso de 
transformación maligna y la hace un buen modelo para estudiar el desarrollo del cáncer. 
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En relación con lo anterior, el fenotipo canceroso es causado por la inhabilidad de las 
células madre de diferenciarse plenamente bajo las condiciones locales ambientales. Ya que 
el cáncer no logra diferenciarse, éste nunca pierde el potencial de crecimiento [85]. Si el 
arresto en la maduración de las células madre ocurre temprano en la determinación de un 
linaje celular, el cáncer va a estar pobremente diferenciado; si ocurre después, éste va estar 
bien diferenciado, disminuyendo la probabilidad de generar un tumor que perdure. Para que 
un cáncer pueda ser producido, debe haber una forma en que las células transformadas se 
mantengan en el cuerpo; esta propiedad hace parte de las células madre de tejidos, las 
cuales van a generar una población de células hijas que se mantengan en el tejido [86]. Por 
otro lado, puede que la célula cancerosa se origine a partir de una célula ya diferenciada, 
debido a una regresión en su proceso de diferenciación, por ejemplo en el cambio del 
fenotipo epitelial a mesenquimal. En contraste, en este estudio se registró una 
sobreexpresión/fosforilación de K8/K18 y una inhibición de la expresión de vimentina en 
respuesta al SFB, en la línea pre maligna HTR8/SVneo, lo que sugiere una transición del 
fenotipo mesenquimal al epitelial.  
 
También se encontraron las chaperonas conocidas como proteínas de choque térmico 
HSPA8 tanto en el fosfoproteoma como en el proteoma estimulado por 24 horas; HSPA5 
en el fosfoproteoma y la HSPD1 60 en el proteoma estimulado.  
 
La HSPA5 probablemente juega un rol al facilitar el ensamble de complejos multiméricos 
dentro del retículo endoplásmatico (ER); esta es una proteína integral de la membrana del 
retículo endoplasmático, se ha encontrado también en el lumen de este, en el núcleo, en 
compartimentos intermedios entre Golgi y ER, melanosoma, superficie celular, y la región 
perinuclear de citoplasma. Sufre fosforilación en serina, treonina y tirosina y acetilación en 
lisina. Está involucrada en procesos biológicos como anti apoptosis, regulación negativa de 
la actividad caspasa, respuesta celular a inanición de glucosa y respuesta a ER 
sobrecargado, por una actividad transcripcional aumentada (UniProtKB; 
PhosphoSitePlus®, www.phosphosite.org). En nuestro caso, se encontró HSPA5 
fosforilada en respuesta al SFB en el citoplasma, estado en el cual la célula es estimulada 
para que prolifere y su fosforilación concuerda con su papel anti-apoptótico.  
 
La HSPA8 fue identificada en tres “spots” distintos del fosfoproteoma, fosforilados de 
forma inducible sin presentar correspondencia con el sub-proteoma, y se identificó también 
en el proteoma estimulado por 24 horas. Esta es una chaperona ubicua que pertenece a la 
familia de proteínas de choque térmico 70; interactúa con HSPH1/HSP105, IRAK1BP1, 
PACRG, TSC2, BAG1, SV40 VP1 y DNAJC7; ha sido identificada en complejo granuloso 
mRNP compuesto al menos de ACTB, ACTN4, DHX9, ERG, HNRNPA1, HNRNPA2B1, 
HNRNPAB, HNRNPD, HNRNPL, HNRNPR, HNRNPU, HSPA1, HSPA8, IGF2BP1, 
ILF2, ILF3, NCBP1, NCL, PABPC1, PABPC4, PABPN1, RPLP0, RPS3, RPS3A, RPS4X, 
RPS8, RPS9, SYNCRIP, TROVE2, YBX1 y mRNAs. Esta proteína se ha observado en 
citoplasma, melanosoma y en gránulos mRNP citoplasmáticos, por lo que las formas 
identificadas de esta proteína pueden estar encapsuladas. Después de daño a ADN es 
fosforilado, probablemente por ATM o ATR. Está involucrada en organización de 
membrana y biogénesis, regulación del ciclo celular, chaperona con plegamiento de 
proteínas dependientes de cofactor, respuesta a proteínas desplegadas, transporte mediado 
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de vesículas post-Golgi. Es fosforilado en serina, treonina y tirosina, acetilada en lisina y 
ubiquitinizada en lisina (UniProtKB;  PhosphoSitePlus®, www.phosphosite.org). La 
diferencia en la posición de cada “spot” detectado para esta proteína, puede deberse a 
acetilaciones, o cambios en el nivel de fosforilación, como en el desplazamiento del “spot” 
número F8 al “spot” F7, en el que se conserva la masa molecular, y puede corresponder a la 
forma completa de la proteína debido a su alto peso.  
 
La HSPD1, más conocida como HSP60 o chaperonina 60, fue encontrada sobre expresada 
en respuesta al SFB. Esta proteína, que hace parte de la familia chaperonina (HSP60), ha 
sido implicada en importación de proteínas mitocondriales y en ensamble macromolecular, 
además de poder facilitar el correcto plegamiento de proteínas importadas, siendo su 
localización subcelular la matriz mitocondrial. Está involucrada en procesos como la 
regulación positiva de la producción de IL-6, IL-10, IL-12, INFα e INFγ , maduración de 
proteínas, estabilización proteica, respuesta a proteínas desplegadas, plegamiento de 
proteínas de novo  y regulación negativa de apoptosis (UniProtKB;  PhosphoSitePlus®, 
www.phosphosite.org); procesos todos estos, que coinciden con el hecho de encontrarla 
sobre expresada en respuesta a factores proliferativos como los que contiene el SFB.   
  
La sub-unidad β del complejo proteico T 1 (CCT2 T), la cual fue encontrada en el 
fosfoproteoma de citoplasma con regulación diferencial, pertenece a la familia de 
chaperoninas TCP-1, y es una chaperona molecular encontrada en citoplasma que asiste en 
el plegamiento de proteínas tras hidrólisis de ATP. Como parte del complejo BBS/CCT 
puede jugar un rol en el ensamble del BBSoma, un complejo envuelto en la ciliogénesis 
regulando el transporte de vesículas a las cilias. Tiene un rol importante en el plegamiento 
de actina y tubulina. Dentro de las modificaciones que presenta esta la acetilación en lisina, 
y fosforilación en serina y tirosina (UniProtKB; PhosphoSitePlus®, www.phosphosite.org); 
el sitio de fosforilación p-S259 está implicado en regulación del crecimiento celular, papel 
que concuerda con la regulación observada en respuesta al SFB.  
 
La Anexina A1, perteneciente a la familia anexina cuya característica en común es la unión 
a fosfolípidos dependiente de calcio, se encontró en tres “spots” del fosfoproteoma  y uno 
del proteoma producto de la estimulación con SFB. También conocida como lipocortina I, 
calpactina 2, cromobindina-9, p35 y proteína inhibitoria de fosfolipasa A2, contiene 4 
repeticiones anexina, y es una proteína de unión a calcio/fosfolípidos que promueve la 
fusión de membranas y está envuelta en exocitosis. Tiene propiedades anti-inflamatorias e 
inhibe la actividad de la fosfolipasa A2. Se ha visto que se une de 2 a 4 iones de calcio con 
alta afinidad. Se encuentra presente tanto en núcleo, como en citoplasma, en proyecciones 
celulares como cilios y en la membrana celular basolateral, lo cual explica las diferentes 
localizaciones encontradas para esta proteína. Es un homodímero en placenta (20%), unido 
por transglutamilación. El “spot” 5 encontrado en el fosfoproteoma de citoplasma a 38 kDa 
puede corresponder al monómero constitutivamente fosforilado, mientras que las formas 
encontradas cerca a 60 kDa pueden corresponder al homodímero, difiriendo el “spot” 15 
del “spot” 57 en el número de fosforilaciones presentes, lo cual alteraría de forma drástica 
el pI sin alterar significativamente la masa. Esta es fosforilada por PKC, EGFR, Chak1 y 
TRPM7. La fosforilación resulta en perdida de la actividad inhibitoria, y por lo tanto la 
activación de la fosfolipasa A2, involucrada en la activación de múltiples vías de 
66 
 
señalización, como PI3K y PKC, concordando de esta forma con la regulación exhibida en 
respuesta al SFB. Se acumula en vesículas internas después de la endocitosis estimulada 
por EGF, sugiriendo que puede ser requerida en una etapa tardía en vesiculación interna. A 
pesar que las anexinas no contienen péptido señal, la A1 parece estar siendo secretada en 
una forma regulada fisiológicamente. Dentro de los procesos biológicos en la que está 
involucrada, figura la regulación de la proliferación celular, anti-apoptosis, respuesta 
inflamatoria, unión de receptores de superficie celular a transductores de señal, ciclo 
celular, entrecruzamiento entre péptidos, motilidad celular, procesos metabólicos lipídicos 
y secreción de ácido araquidónico. Es fosforilado en serina, treonina y tirosina y acetilado 
en lisina (UniProtKB;  PhosphoSitePlus®, www.phosphosite.org). Estos procesos 
biológicos, junto con las características como ser sobre expresada a las 24 horas y ser 
fosforilada en respuesta al SFB, van de acuerdo con el momento por el que atraviesa la 
célula, caracterizado por la activación de vías de señalización, entrada a ciclo celular y un 
alto nivel de proliferación. En conclusión, la fosforilación de esta anexina en respuesta a 
SFB está implicando una activación de la fosfolipasa A2 y con ésta de vías de señalización 
como PI3K y PKC, mientras que su sobre expresión en respuesta al SFB se relaciona con 
proliferación.  
 
La proteína AHSG o FETUA fue encontrada en citoplasma fosforilada de forma 
constitutiva. Esta proteína reportada como secretada, que pertenece a la familia fetuina, 
promueve endocitosis y está involucrada en procesos biológicos como desarrollo del cito 
esqueleto, pinocitosis, respuesta a fase acuosa, regulación negativa de la vía de señalización 
del receptor de insulina y regulación de la respuesta inflamatoria, y dentro de las funciones 
que tiene está la inhibición de actividad quinasa. Contiene dos dominios cistatina y 
modificaciones como puentes disulfuro, glicosilaciones, acetilaciones en lisina y 
fosforilaciones en serina y treonina (UniProtKB;  PhosphoSitePlus®, 
www.phosphosite.org). A pesar de la información reportada, ésta fue encontrada fosforilada 
coincidiendo con el sub-proteoma de citoplasma, hecho que se puede deber a una secreción 
en la cual las vesículas que la transportan no están ancladas al citoesqueleto y se puedan 
obtener en el sub-proteoma de citoplasma, o bien se encuentre de forma soluble en 
citoplasma, pudiendo jugar un rol en este espacio celular.  
 
Dentro de las proteínas identificadas únicamente en el proteoma producto de la 
estimulación con SFB por 24 horas, figuran la proteína de choque térmico de 60kDa 
mitocondrial (HSPD1), la isozima M1/M2 piruvato quinasa (PKM2), ATPasa del retículo 
endoplasmático transicional (VCP), vimentina (VIM), actina citoplásmica 2 (ACTG1), la 
dehidrogenasa 2 Inosina-5’-monofosfato (IMPDH2)  y alfa enolasa (ENO 1). 
 
La enolasa 1 o α- enolasa se identificó en dos sptos con peso molecular y pI distinto, siendo 
uno sobre expresado y otro inhibido. Esta proteína liasa, que pertenece a la familia enolasa, 
es una enzima multifuncional que, además de su rol en la vía de la glícolisis y 
gluconeogénesis, juega parte en varios procesos biológicos como regulador negativo de la 
transcripción, regulador negativo del crecimiento celular, respuesta a virus, tolerancia a 
hipoxia y respuesta alérgica. Se une al promotor de c-myc y actúa como un represor 
transcripcional, de tal forma que podría ser un supresor tumoral. Presenta actividad 
catalítica al transformar el 2-fosfo-D-glicerato en fosfoenolpiruvato. La enolasa de 
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mamíferos está compuesta por 3 subunidades: alfa, beta y gama, las cuales pueden formar 
homodímeros o heterodímeros según el tipo celular y el desarrollo específico; el 
homodímero alfa/alfa es expresado en embrión y en la mayoría de tejidos adultos, es un 
marcador de endometriosis, y anticuerpos contra la α-enolasa están presentes en suero de 
pacientes con síndrome de retinopatía asociado a cáncer (CAR), una enfermedad 
progresivamente cegadora que ocurre en la presencia de crecimientos tumorales sistémicos 
(UniProtKB;  PhosphoSitePlus®, www.phosphosite.org).. Su implicación en el presente 
modelo resalta por el hecho de comportarse como un supresor de tumores si se considera a 
las células de HTR8/SVneo como células que aún continúan reguladas, o por el lado de la 
glicolisis al pensar que ésta es una vía metabólica relacionada con crecimiento maligno que 
correlaciona con el fenotipo pre-maligno de estas células; no obstante, el significado 
biológico en estos resultados es difícil de establecer debido a las dos formas encontradas, 
cada una con diferentes regulaciones, y por lo tanto es necesario mayores resultados a nivel 
de espectrometría de masas que permitan establecer las diferencias entre los dos “spots” y 
qué modificaciones post-traduccionales presenta cada uno.  
 
Por otra parte, la isoenzima piruvato quinasa (PKM2) fue encontrada en dos “spots”, ambos 
inhibidos tras estimulación con SFB por 24 horas. Esta enzima glicolítica, que pertenece a 
la familia piruvato quinasa, cataliza la transferencia de un grupo fosforil de 
fosfoenolpiruvato (PEP) a ADP, generando ATP. Estimula la activación transcripcional 
mediada por POU5F1 y juega un rol general en la apoptosis independiente de caspasas en 
células tumorales. Se une a iones potasio y magnesio, además de ser acetilada y fosforilada; 
cambios en el nivel de fosforilación pueden explicar el hecho de encontrarse en dos sptos 
de peso molecular similar pero casi 2,5 unidades de pI de diferencia. La razón entre la 
forma tetramérica altamente activa y la forma dimérica casi inactiva determina si los 
carbones de glucosa son canalizados a procesos de biosíntesis o usados para la producción 
glicolítica de ATP; la transición entre las dos formas contribuye al control de la glicólisis y 
es importante para la proliferación de células tumorales y la supervivencia. La forma 
dimérica casi inactiva existe en células tumorales y al unirse a ciertas oncoproteínas como 
la HPV-16 E7 puede disparar la dimerización. La isoenzima M2 es encontrada en tejidos 
fetales, siendo expresada específicamente en células proliferantes tales como las células 
madre embrionarias, las células de carcinoma embrionario así como es sobre expresada en 
una variedad de cánceres (UniProtKB; PhosphoSitePlus®, www.phosphosite.org). Gracias 
a lo anterior, se establece la importancia del estudio de esta enzima en el trabajo 
desarrollado, ya que su inhibición en respuesta al SFB demuestra que esta estimulación 
puede estar influyendo de forma negativa en la glicólisis, mientras evita la apoptosis que 
puede llevar a cabo esta enzima al translocarse al núcleo.   
 
Las células cancerosas parecen contener dos vías glicolíticas independientes de la cadena 
de electrones en adición a la glicólisis acoplada a la fosforilación oxidativa y los ciclos del 
ácido cítrico aérobico y del fosfogluconato. Se piensa que el cáncer ocurre cuando una o 
más vías glicolíticas aérobicas escapan del control produciendo de tal forma un flujo 
autónomo de energía y mitosis, donde ambas vías parecen depender del glutatión para 
convertir glucosa a ácido láctico [81].  Incluso, el primer marcador bioquímico identificado 
en células tumorales fue el desplazamiento en el metabolismo de la glucosa de fosforilación 
oxidativa a glicólisis aérobica; esta conversión es controlada por programas de 
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transcripción específicos. Se piensa que la activación del factor inducible de hipoxia (HIF) 
es una consecuencia común de una gran variedad de mutaciones subyacentes al cáncer. HIF 
estimula la expresión de enzimas glicolíticas, de la captación de glucosa a la conversión de 
piruvato a lactato y exportación de lactato, y disminuye la dependencia a la fosforilación 
oxidativa mitocondrial en células tumorales, la cual ocurre incluso bajo condiciones 
aeróbicas [82]. De la misma manera, el fenotipo glicolítico es seleccionado durante la 
carcinogénesis ya que confiere ventajas en la supervivencia y la selección, sin importar el 
mecanismo molecular subyacente al fenotipo; incluso, la captación incrementada de 
glucosa ocurre en tumores bien oxigenados, como una manifestación del “Efecto 
Warburg”, en el cual están implicadas numerosas vías, incluyendo HIF-1/2, c-myc, pAkt, 
p53/TIGAR, PHD quinasa, etc. [83] 
   
Al estimular con SFB se obtuvo una disminución en la expresión de las enzimas de la vía 
de la glicólisis: enolasa 1 y PKM2, lo cual puede indicar que el SFB está inhibiendo el 
metabolismo por esta ruta, característica de tumores, y desplazando el metabolismo hacia la 
fosforilación oxidativa, lo que conlleva a una regresión del fenotipo pre maligno ejercida 
por el SFB y/o la presencia de nutrientes en este; o bien, que la deprivación del suero en el 
control y la disminución consecuente de nutrientes conlleve al aumento de la vía glicolítica, 
como una estrategia para optimizar la utilización de fuentes de energía, y por ende un 
cambio hacia el fenotipo pseudo-maligno en respuesta al estrés nutricional.  
 
Adicionalmente se encontró que el SFB estaba inhibiendo la expresión de la dehidrogenasa 
2 Inosina-5’-monofosfato (IMPDH2). Está pertenece a la familia IMPDH/GMPR, es un 
homotetramero que contiene dos dominios CBS, y es la enzima limitante en la síntesis de 
novo de nucleótidos guanina y está por lo tanto envuelta en la regulación del crecimiento 
celular; la reacción que cataliza corresponde a la formación de (XMP) xantosina 5’-fosfato 
a partir de inosina 5’-fosfato (IMP). Esta proteína también puede tener un rol en el 
desarrollo maligno y en la progresión de crecimiento de algunos tumores, donde el tipo II 
predomina sobre el tipo I en tumores (UniProtKB;  PhosphoSitePlus®, 
www.phosphosite.org). El hecho de encontrarse inhibida en respuesta al SFB, similar a lo 
ocurrido con las enzimas anteriores puede significar una regresión en el fenotipo maligno 
en respuesta al SFB y la mayor cantidad de nutrientes que aporta; paralelamente, la 
disminución de esta, pensada como enzima limitante en la síntesis de nucleótidos guanina, 
puede implicar una regulación negativa sobre el ciclo celular y un control propio, 
característico de una célula normal en la proliferación celular. 
 
Por otro lado, la hidrolasa ATPasa del retículo endoplasmático transicional (VCP), también 
conocida como proteína conteniendo valosina, se encontraba sobre expresada en respuesta a 
al SFB. Esta pertenece a la familia AAA ATPasa y es necesaria para la fragmentación de la 
aglomeración del Golgi durante la mitosis y para su re-ensamble después de la mitosis. Está 
envuelta en la formación del retículo endoplasmático transicional (tER); éste es importante 
ya que de él provienen las vesículas que están envueltas en la transferencia de membrana 
del retículo endoplasmático al aparato de Golgi. El complejo NPLOC4-UFD1L-VCP regula 
el desmonte del huso al final de la mitosis y es necesario para la formación de la  envoltura 
cerrada nuclear. Como proteína estructural que es, se asocia con clatrina y la proteína de 
choque térmico Hsc 70, para formar un complejo. Regula la vía de NFκB, la cual es 
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importante en metástasis, particularmente del osteosarcoma. Por otro lado, la fosforilación 
de tirosina regula su localización nuclear dependiente del ciclo celular. Responde al 
estímulo por daño de ADN, está involucrada en la activación de caspasas, ubiquitinación de 
proteínas, procesos catabólicos de proteínas asociados a ER, homo oligomerización de 
proteínas, establecimiento de localización proteica, transporte retrógrado de proteínas de 
ER a citosol y regulación de la apoptosis (UniProtKB;  PhosphoSitePlus®, 
www.phosphosite.org). Todos estos procesos biológicos son importantes durante la 
proliferación y replicación celular, siendo consecuente que esta proteína se encuentre sobre 
expresada en respuesta al SFB. 
 
Finalmente, dentro de los “sptos” seleccionados se encontró actina, la cual estaba siendo 
sobre expresada en respuesta al SFB. La forma encontrada, cercana a 40 kDa, puede 
corresponder a la forma globular o G-actina. Siendo la actina una proteína estructural del 
citoesqueleto, es obvio encontrar esto ya que al haber aumentado la tasa de proliferación, 
un aumento en la expresión de ésta se da como consecuencia de la conformación del 
citoesqueleto; por otro lado, el aumento se puede deber a las funciones migratorias e 
invasivas que se encuentran estimuladas por el SFB a las 24 horas, y de las cuales la actina 
toma parte en la remodelación del citoesqueleto para permitir la motilidad celular.  
 
Como ya se ha mencionado, la línea HTR8/SVneo tiene características propias del 
trofoblasto normal, el cual presenta habilidades compartidas con células cancerosas, y 
adicional a esto la línea exhibe un fenotipo pre maligno; en consecuencia presenta una 
mezcla de identidad entre una célula normal epitelial y una célula cancerosa desregulada de 
carácter mesenquimal, como lo manifiesta la expresión de K8/K18 y vimentina; 
adicionalmente se observó la expresión de enzimas involucradas en la glicolisis, vía de 
degradación de carbohidratos altamente implementada por células cancerosas como un 
mecanismo para sobrellevar la falta de oxigeno. No obstante, en respuesta a la estimulación 
con SFB por 24 horas, se observó una disminución en la expresión tanto de vimentina 
como de las enzimas glicolíticas enolasa y PKM2 y la enzima IMPDH2 relacionada con 
progresión tumoral, lo cual significa en conjunto una regresión en el fenotipo pre maligno o 
“normalización” de las células de la línea HTR8/SVneo en respuesta al SFB. Esto se puede 
deber a que, durante la deprivación de SFB, las células se desplazan hacia un fenotipo 
maligno como una forma de sobrellevar la falta de nutrientes, y, cuando estos son 
aumentados con el suministro del SFB, se da una regresión aparente al fenotipo normal, 
mientras que, la regulación existente en las células debido a su origen trofoblástico normal, 
hace que puedan controlar los estímulos generados por los factores de crecimiento y 
hormonas presentes en el suero. Estos hallazgos confirman el origen normal de las células 
HTR8/SVneo, donde sus sistemas regulatorios se conservan intactos y le permiten 
responder a los desafíos ambientales de forma reversible.    
 
Por otro lado, el hecho de encontrar tantas proteínas con respuesta a estrés sobre expresadas 
por el estímulo con SFB, como las proteínas de choque térmico, significa un mayor 
requerimiento de estas debido a las actividades transcripcionales y traduccionales 
incrementadas en la célula, que van a requerir un mayor número de chaperonas para el 
plegamiento de las proteínas. También, esta sobre expresión está relacionada con la 
actividad metabólica aumentada en respuesta al SFB, como un aumento en el ciclo de 
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Krebs o la glicólisis activada, lo cual provoca estrés debido al aumento de especies 
reactivas de oxigeno. Asimismo, es posible que el aumento en la expresión de proteínas 
HSPA no se deba a una síntesis de novo, sino más bien a la liberación de fragmentos de 
estas proteínas que antes se encontraban reclutando factores de transcripción en el retículo 
endoplásmatico, los cuales son liberados en respuesta al SFB, como parte de la expresión 
aumentada de proteínas.  
 
En otro orden de cosas, a pesar que el análisis de los péptidos trípticos por MS es suficiente 
para permitir la identificación de la proteína, la información obtenida por los espectros de 
los péptidos no permite una caracterización completa de la proteína, que permita evaluar las 
modificaciones post-traduccionales, procesamiento o truncamiento a las que fue sometida 
la proteína, razón por la cual aparecen múltiples “spots” a puntos isoeléctricos y masas 
diferentes que corresponden a una misma proteína según el análisis, por lo que es necesaria 
la información adicional suministrada por los espectros MS/MS que muestran la 
fragmentación de los péptidos trípticos.  
 
En relación con lo anterior, la identificación de proteínas se hizo por combinación de la 
información suministrada por la huella digital de las masas peptídicas o el conjunto de 
pesos moleculares de los péptidos obtenidos durante la digestión tríptica, con los datos de 
espectrometría en tándem (MS/MS) para los péptidos que registraron mayor intensidad, así 
como la combinación de datos de masas con los datos otorgados por la secuencia de 
aminoácidos. Esto se logró al usar el programa MASCOT, que combina estos tipos de 
búsqueda y da un “score” o puntaje basado en probabilidades, lo que ayuda a eliminar 
falsos positivos [88]. No obstante, al usar este tipo de identificación por búsqueda en base 
de datos, no se logra discernir plenamente entre proteínas pertenecientes a la misma 
familia, si las secuencias peptídicas con las que se cuenta pertenecen a secuencias 
conservadas o dominios compartidos entre proteínas, o establecer los cambios post-
traduccionales presentes en una proteína y que van a generar diferentes ubicaciones o 
“spots” dentro del mapa proteico para la misma proteína; de tal forma que la asignación que 
se hace a cada “spots” corresponde más que a una proteína individual, a una familia de 
proteínas de las cuales el algoritmo nos muestra solo una, y cuyo significado biológico en 
este estudio debe ser revisado y comprobado.  
 
 Estos inconvenientes se pueden superar al realizar un secuenciamiento de novo en el que la 
secuencia de aminoácidos se obtiene solamente de los espectros de masas y los datos de 
fragmentación del péptido, sin recurrir a este algoritmo  y sin usar las bases de datos. 
Lamentablemente, no se cuenta por el momento con la secuencia de aminoácidos con la 
que fue identificada la proteína ni con los espectros obtenidos para cada “spots” analizado 
por ESI, a excepción del “spot” identificado como anexina A1, el cual fue analizado por 
MALDI, y cuya secuencia para el precursor peptídico 1702, se presenta en la figura 33. 
Debido a esto, se está dejando de lado posibles modificaciones proteicas diferenciales 
expresadas entre trofoblasto y coriocarcinoma, así como la verdadera identidad de algunas 
proteínas que muestran una regulación contradictoria en respuesta al SFB.  
 
Figura 33 Secuencia predicha para el precursor peptídico 1702,98 de la proteína Anexina A1 (“spot” número 
235), con los rompimientos característicos que originan las series y  y b. En negrilla se presentan los 
rompimientos con los que fue identificada la secuencia.  
Para la identificación por espectrometría de masas MALDI y la búsqueda en la base de 
datos se incluyó como modificación fija la Carbamidometilación o 
Carboxiamidometilación en cisteína, ya que este es un derivado químico de la 
iodoacetamida al reaccionar con los residuos cisteína durante el paso de alquilación.; esto 
origina un delta monoisotópico de 57,021464 Da compuesto por H(3) C(2) N O y debe ser 
tenido en cuenta a la hora de la equivalencia de m/z entre espectros. Adicionalmente se 
pueden presentar artefactos en otros residuos como histidina, lisina, N-terminal, aspartato y 
glutamato; sin embargo, estos no se tuvieron en cuenta ya que están ocultos. El tratamiento 
con agentes reductores, como el DTT empleado se realiza para eliminar los puentes 
disulfuro y mejorar el proceso de digestión tríptica y el análisis del digerido; después de la 
reducción, los sulfhidrilos se hacen reaccionar con iodoacetamida (IAM) o ácido 
iodoacético (IAA) para prevenir la reformación de puentes disulfuro de una forma alterada. 
 
Dentro de las modificaciones variables se usó acetilación en el N-terminal, el cual da un 
delta de 42,010565 Da de composición H(2) C(2) O ya que es una modificación post-
traduccional que se da en el extremo amino de algunas proteínas, y es usada de forma 
rutinaria en la identificación de proteínas. También se uso la oxidación de metionina que da 
un delta monoisotópico de 15.994915 Da de composición O, y se debe a un artefacto 
creado durante la manipulación de las proteínas.  
 
Por último, se han realizado otros trabajos de enfoque proteómico con líneas celulares 
derivadas de coriocarcinoma: al estudiar la respuesta a hipoxia en la línea celular BeWo, se 
ha visto que tres antioxidantes, peroxiredoxina 1, peroxiredoxina 2 y 1-Cys peroxiredoxina, 
fueron inhibidos, dos proteínas envueltas en la vía de la glicolisis (malato dehidrogenasa y 
enolasa) fueron estimuladas, la expresión de dos miembros de la familia anexina (anexina 
A2 y anexina A5) fue incrementada; se encontró una expresión disminuida de la proteína 
tau 14-3-3 en células tratadas con hipoxia y la expresión de dos componentes del 
citoesqueleto (queratina 1 y β-actina) fue encontrada inhibida [28]. Existe cierta 
concordancia en estos hallazgos con los resultados obtenidos en este estudio; no obstante, 
mientras que en BeWo la vía de la glicólisis estaba siendo estimulada en respuesta a estrés 
por hipoxia, en nuestro trabajo con la línea HTR8/SVneo esa vía parece estar siendo 
estimulada en respuesta a la ausencia de suero y al estrés nutricional, lo que refuerza aún 
más la idea de una regulación positiva de esta vía debido a la disminución de nutrientes.  
  
 
71 
 
72 
 
8.3. ANÁLISIS PROTEÓMICO COMPARATIVO ENTRE TROFOBLASTO 
PRE-MALIGNO Y CORIOCARCINOMA 
 
Como ya se sabe, el trofoblasto comparte muchas características con tumores, incluyendo el 
alto nivel de invasión celular, en el desarrollo del cual se activan circuitos moleculares 
similares, de tal forma que la maquinaria de migración básica de las células normales es 
retenida en las células tumorales [3]. No obstante, a diferencia de los procesos fisiológicos 
de invasión celular, la migración de células tumorales parece haber sido activada por una 
dominancia de eventos pro-migratorios en la ausencia de señales de parada o inhibitorias 
que puedan actuar al mismo tiempo. Esta falta de equilibrio entre las señales permite a las 
células cancerosas volverse continuamente invasivas y migratorias, conduciendo a la 
expansión del tumor a lo largo de los límites del tejido, seguido de metástasis [37], a 
diferencia de la invasión fisiológica desarrollada por el trofoblasto que está delimitada 
temporal y espacialmente.  
 
Gracias a la comparación proteómica entre células trofoblásticas que respondan a las 
señales de parada o anti invasivas como las que ofrece el TGF-β y sean representantes de 
invasión fisiológica, contra células de coriocarcinoma que, aunque tienen el mismo origen 
tisular no responden a estas señales debido a la invasión patológica que desarrollan, se 
pueden encontrar no solo los circuitos moleculares compartidos, sino también encontrar las 
proteínas que hacen parte del desbalance entre las señales pro-invasivas y anti-invasivas 
que diferencian la invasión fisiológica de la patológica.  
  
En este estudio se trabajó con células de la línea de trofoblasto HTR8/SVneo, las cuales se 
ha visto que responden parcialmente a las señales anti invasivas del TGF-β, ya que reduce 
la secreción del activador de plasminógeno (uPA) pero no afecta significativamente la 
secreción de MMP-2, así como son incapaces de de formar colonias en agar (crecimiento 
independiente de anclaje) o tumorigenicidad en ratones desnudos [42, 43], siendo de esta 
forma un buen modelo de invasión fisiológica; mientras que las células de la línea de 
coriocarcinoma JEG-3, son totalmente indiferentes a la señalización del TGF-β, 
característica de su origen tumoral invasivo [31, 32]. Para poder estudiar los cambios en los 
circuitos moleculares que conducen a las diferencias de invasión entre estos dos modelos, 
se compararon los perfiles de expresión de proteínas citoplasmáticas en estas dos líneas 
celulares, por medio de un análisis del sub-proteoma de citoplasma utilizando electroforesis 
2D; y para tener una idea preliminar de la activación de vías de señalización en estos dos 
modelos en respuesta al SFB, se compararon los perfiles de fosforilación de proteínas, por 
medio de un análisis del fosfoproteoma total utilizando electroforesis 2D. 
 
 
8.3.1. Comparación de los perfiles de expresión de proteínas citoplasmáticas y 
fosforilación de proteínas 
 
Se trabajó con un sub-proteoma basal de citoplasma, ya que al solo estar evaluando la 
fosforilación de proteínas tras 15 minutos de fosforilación, nos interesa conocer qué 
proteínas de citoplasma se están expresando en el momento del estímulo, y dentro de las 
cuales se encuentran las proteínas que van a responder frente a la señal fosforilandose, de 
tal forma que un sub-proteoma basal era suficiente para determinar esto. No obstante, la 
comparación de este sub-proteoma no está confinado al estudio con SFB, sino que 
trasciende a las características intrínsecas de cada línea estudiada, ya que corresponde a las 
proteínas citoplasmática capaces de responder frente a cualquier otro estímulo, sirviendo 
también como base para el estudio de la respuesta frente a otros estímulos diferentes al SFB 
tales como factores deciduales o factores anti-invasivos como el TGF-β. 
 
Al analizar los geles de citoplasma obtenidos (Figura 29 y 30) se observa que 61 “spots” de  
proteína de citoplasma solo se expresan en la línea de coriocarcinoma, mientras que 43 
“spots” de proteína solo se expresan en la línea de trofoblasto (Figura 34). Las proteínas de 
citoplasma expresadas únicamente en coriocarcinoma se presumen, deben caracterizar el 
fenotipo maligno, por ejemplo en el nivel proliferativo y la invasión aumentada, así como la 
capacidad de formar tumores en ratones. Mientras que, dentro de las proteínas expresadas 
únicamente en trofoblasto se espera encontrar aquellas transductoras de señal que 
participan en la regulación de los procesos invasivos y el nivel de proliferación, como 
proteínas de la vía de las SMAD, las cuales se activan en respuesta al factor anti-invasivo 
TGF-β, factor que no tiene efecto alguno sobre las células de coriocarcinoma, 
presuntamente por la falta de expresión de estas proteínas. Particularmente, la proteína de  
citoplasma SMAD3, presenta una masa reportada de 48 kDa y un pI basal de 6,93, de tal 
forma que en el gel del sub-proteoma de citoplasma de HTR8/SVneo se esperaría encontrar 
hacia estas coordenadas, zona en la cual se encuentran un alto número de proteínas 
expresadas únicamente en esta línea (ver figura 30). 
 
Figura 34 Número de “spots” compartidos entre el sub-proteoma basal de citoplasma de la línea la línea 
celular de trofoblasto, HTR8/SVneo, y de la línea celular de coriocarcinoma, JEG-3.  
Aunque el perfil de expresión de proteínas de citoplasma entre la línea de trofoblasto y la 
línea de coriocarcinoma es muy similar, al observar los fosfoproteomas se notan grandes 
diferencias entre uno y otro, tanto así que no fue posible realizar el apareamiento de las 
imágenes debido a la falta de similaridad entre los fosfoproteomas. Esto pone en evidencia 
que, a pesar de que al nivel de expresión de proteínas no se observan mayores diferencias 
entre un modelo y otro, cuando se estudian las modificaciones post-traduccionales, como en 
este caso la fosforilación, los cambios se hacen más extremos. 
 
El hecho de que haya más proteínas fosforiladas en la línea de coriocarcinoma que en la 
línea de trofoblasto, puede significar un mayor número de vías de señalización activadas en 
las células malignas, y por lo tanto una regulación alterada que conduce a la respuesta a 
estímulos, los cuales no deberían tener efecto en el trofoblasto normal. Esto puede 
correlacionar con una falta de diferenciación, lo cual se relaciona con el fenotipo y la 
transformación maligna, en la cual las células sufren un proceso de regresión en la 
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diferenciación, similar a una célula madre, lo que las hace responder a un mayor número de 
estímulos, con la activación de un mayor número de vías de señalización, y un mayor nivel 
de fosforilación de proteínas. 
 
Debido a la falta de equivalencia entre los fosfoproteomas, que generó una dificultad para 
realizar el apareamiento entre imágenes, es necesario acudir a estrategias metodológicas 
alternativas para el estudio comparativo de esas fosfoproteínas, como la marcación con 
isotopos estables en cultivo celular, SILAC, el cual permite mezclar los extractos de la línea 
de trofoblasto con los de la línea de coriocarcinoma y realizar una separación conjunta, los 
cuales van a presentar diferencias en las masas isotópicas registradas en cada espectro 
MS/MS obtenidos para cada péptido. Esto permite un tratamiento en conjunto de las 
muestras, que va a disminuir las variaciones debidas al procesamiento, similar a lo que 
ocurre con un compuesto subrogado, y para cada “spot” analizado será posible realizar una 
cuantificación relativa, teniendo mayor información y de forma más certera para poder 
determinar el cambio en el nivel de fosforilación de las proteínas de trofoblasto y de 
coriocarcinoma.  
 
El mayor número de proteínas de citoplasma diferencialmente expresadas en la línea de 
coriocarcinoma (61) comparado con las diferencialmente expresadas en la línea de 
trofoblasto (43) correlaciona con una fosforilación de proteínas mayor en la línea de 
coriocarcinoma con respecto a lo observado en la línea de trofoblasto. Un mayor número de 
proteínas de citoplasma puede correlacionar con un mayor número de proteínas 
citoplasmáticas transductora de señal que a su vez, y debido a la amplificación de la señal 
durante la transducción de la misma, va a fosforilar un número muy alto de proteínas y 
conducir a las habilidades celulares desreguladas que se observan en células de 
coriocarcinoma comparado con trofoblasto.  
 
La información suministrada por estas proteínas expresadas y fosforiladas de forma 
diferencial entre la línea de trofoblasto y la línea de coriocarcinoma, junto con la 
caracterización de la respuesta de la línea de trofoblasto frente al SFB, puede contribuir a la 
comprensión de las enfermedades trofoblásticas gestacionales y establecer la desregulación 
del proceso invasivo del trofoblasto. El desbalance en la fisiología del cáncer se puede 
entender, al menos en parte, al observar los cambios en la respuesta de las células de la 
línea pre maligna de trofoblasto, HTR8/SVneo, adicional a las implicaciones de la propia 
línea con las enfermedades trofoblásticas gestacionales, en las que la proliferación e 
invasión de estas células se torna aumentada originando patologías como mola invasiva y 
coriocarcinoma. 
 
No obstante, las enfermedades trofoblásticas gestacionales no son las únicas que se 
originan debido a una regulación inadecuada del proceso invasivo del trofoblasto. También 
se presenta la placenta acreta, la cual es una complicación obstétrica severa y se caracteriza 
por una adherencia e invasión anormal de la vellosidad coriónica al endometrio o hasta el 
miometrio. Aunque la patogénesis exacta de ésta no se conoce, se ha propuesto que incluye 
una deficiencia de la decidua, un remodelamiento vascular anormal y/o una invasión 
trofoblástica excesiva [90]. De cualquier forma, en esta complicación se pone en evidencia 
que la invasión anormal del trofoblasto no es la única responsable de las patologías 
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asociadas; a pesar de que en la placenta acreta se presenta un trofoblasto con invasión 
fisiológica “normal” en comparación con la invasión desarrollada durante las enfermedades 
trofoblásticas gestacionales, en esta enfermedad el trofoblasto extravelloso no se 
desprendió de la vellosidad coriónica durante el paso de diferenciación de proliferante a 
invasivo, lo cual debería involucrar una pérdida de las interacciones célula-célula como E-
caderina, y se presentó un cambio en el tipo de invasión de mesenquimal, en la que una 
célula individual migra e invade a lo largo del endometrio hasta llegar al primer tercio del 
miometrio donde va a parar, a una invasión en hebras multicelulares en la que la vellosidad 
coriónica de anclaje se va a mantener llegando hasta el miometrio [37]. Adicionalmente se 
pueden presentar fallas en las señales de parada o anti invasivas, por ejemplo la 
localización del TGF-β en la matriz extracelular del miometrio gracias a su unión con 
decorina [56]. Esto puede estar relacionado con una decidua anómala, por lo que es 
necesario considerar la señalización paracrina entre la decidua y el trofoblasto y estudiar la 
respuesta del trofoblasto frente a factores deciduales, así como estudiar la interacción entre 
el trofoblasto y el miometrio.  
 
Los perfiles de expresión y activación proteómica comparativa establecidos en este trabajo, 
son los primeros conjuntos de datos para una línea celular derivada de trofoblasto. 
Adicionalmente, se está llevando a cabo una cuantificación de los niveles relativos de 
fosfoproteínas estimuladas con respecto a la basal mediante marcación con isotopos 
estables (SILAC). Así mismo, es necesario confirmar los cambios en la expresión y 
fosforilación de las proteínas identificadas involucradas en el fenotipo maligno, ya sea 
expresión a nivel de ARNm mediante PCR o a nivel de la proteína mediante western blot, y 
verificar la identidad de las proteínas identificadas por la evaluación de la secuencia 
peptídica y su correlación con las bases de datos mediante Blast. De tal forma que este 
trabajo es apenas el inicio de una serie de análisis que conducirán a una comprensión mayor 
de las vías de señalización que están siendo activadas y reguladas en el trofoblasto y las 
proteínas que son expresadas debido a esta activación.   
 
Las proteínas detectadas en el estudio de señalización en HTR8/SVneo pueden constituir 
proteínas claves a estudiar en coriocarcinoma. Por ejemplo, estudiar el balance entre la 
expresión de K8/K18 y vimentina y la vía metabólica de la glicólisis desarrollada en 
coriocarcinoma y cómo cambia la expresión y activación de estas proteínas con respecto a 
cambios en el microambiente. En síntesis, este trabajo permite pensar en estrategias 
terapéuticas basadas en la modulación del metabolismo, empleando blancos metabólicos 
que permitan controlar la adicción de las células tumorales al incremento en la captación de 
glucosa y su utilización vía glicólisis.  
 
Este trabajo es innovador al romper viejos modelos de investigación, pues desarrolla 
nuevos abordajes metodológicos como lo es el enfoque proteómico, que permite explorar 
múltiples proteínas al mismo tiempo, enfrentando el problema desde la generalidad y no 
desde la particularidad de una única vía de señalización; luego de esto se podrá pasar a 
probar el papel particular de proteínas identificadas como claves en la regulación de este 
sistema. A futuro, y debido a que el trofoblasto es un modelo interesante para conocer el 
origen y desarrollo del crecimiento maligno [3, 37], estos estudios conducirán a claves 
moleculares para la detección, control y/o tratamiento del cáncer. 
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9. CONCLUSIONES 
 
 
Se realizó un análisis proteómico a la línea celular derivada de trofoblasto, HTR8/SVneo, 
encontrando que 236 “spots” de proteína del proteoma estimulado con SFB 10% por 24 
horas, están siendo diferencialmente expresadas de forma significativa, de las cuales 130 
“spots” de proteína fueron sobre-expresadas y 106 fueron inhibidas.  
 
Se identificaron dentro de las proteínas diferencialmente expresadas en respuesta al SFB, a  
chaperonas de la familia de choque térmico sobre expresadas (HSPA8, HSPD1), inhibición 
de enzimas de la vía metabólica de la glicólisis activada en cáncer (PKM2, Enolasa 1), 
sobre expresión de filamentos intermedios (K8, actina) e inhibición de filamentos 
intermedios relacionados con fenotipo mesenquimal (vimentina), inhibición de enzimas de 
la vía sintética de nucleótidos guanina (IMPDH2) y sobre expresión de anexina 1 y de la 
ATPasa del retículo endoplásmatico transicional (VCP). 
 
El aumento observado en la expresión de proteínas involucradas con progresión tumoral 
como la vimentina, las enzimas glicolíticas enolasa y PKM2 y la enzima IMPDH2, en 
células de la línea de trofoblasto HTR8/SVneo cultivadas en ausencia de suero por 24 
horas, puede significar en conjunto una adaptación al estrés nutricional que involucra 
cambios adoptados por células malignas. 
 
Se obtuvieron 49 “spots” de proteína diferencialmente fosforilada bajo estímulo con SFB 
10% durante 15 minutos en la línea celular derivada de trofoblasto HTR8/SVneo, de las 
cuales 29 presentaban correlación con el sub-proteoma de citoplasma.  
 
Dentro de las proteínas diferencialmente fosforiladas en respuesta al SFB, se identificaron 
chaperonas de la familia de choque térmico (HSPA5, HSPA8), chaperonas de la familia 
chaperonina TCP-1 (CCT2-T), filamentos intermedios (K8, K18, K1) y anexina 1, todas 
involucrados con crecimiento celular y mitosis. 
 
Se observó la presencia y ausencia de ciertas proteínas de citoplasma entre los sub-
proteomas de citoplasma basales de la línea celular de trofoblasto, HTR8/SVneo, y la línea 
celular de coriocarcinoma, JEG-3; estos cambios pueden indicar un desbalance en la 
regulación del proceso invasivo, y explicar la refractancia a señales anti-invasivas y anti-
proliferativas que exhibe el coriocarcinoma en comparación al trofoblasto.  
 
Se evidenció una fosforilación cualitativa aumentada en el fosfoproteoma de la línea de 
coriocarcinoma JEG-3, con respecto a la línea de trofoblasto HTR8/SVneo, que puede 
correlacionar con un mayor número de vías de señalización activadas en las células 
malignas. 
 
En síntesis, se encontraron proteínas vinculadas con el metabolismo, la señalización celular 
y la transformación maligna, no clásicas, las cuales brindan nuevos horizontes de 
investigación en cáncer. 
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10.  PERSPECTIVAS 
 
 
Corroborar los cambios en expresión y fosforilación registrados en las proteínas 
identificadas como claves en este trabajo, por medio de ensayos específicos como PCR y 
Western Blot. 
 
Estudiar la señalización intracelular en la línea de coriocarcinoma JEG-3 en respuesta a la 
presencia y ausencia de SFB, con miras a estudiar cambios en el metabolismo, 
especialmente la vía de la glicólisis. 
 
Comparar los perfiles de expresión proteicos para las líneas celulares de trofoblasto, 
HTR8/SVneo y de coriocarcinoma, JEG-3, tanto en la zona de punto isoeléctrico ácida 
como básica. 
 
Cuantificar el cambio en el nivel de fosforilación registrado para las líneas celulares de 
trofoblasto HTR8/SVneo y de coriocarcinoma JEG-3, por medio de marcación con isótopos 
estables en cultivo, SILAC. 
 
Estudiar la señalización paracrina entre el trofoblasto y la decidua, poniendo énfasis en el 
efecto de los factores deciduales, como el TGF-β, sobre la regulación del proceso invasivo 
del trofoblasto. 
 
Estudiar las interacciones entre proteínas claves en estos modelos durante la regulación 
celular, y la conformación de complejos proteicos como efectores de las habilidades 
celulares desarrolladas por estas líneas.  
 
Correlacionar los perfiles de expresión proteica obtenidos con alteraciones a nivel 
genómico que conduce a cambios en los programas de transcripción que puedan explicar la 
adquisición y mantenimiento del fenotipo tumoral y su progresión maligna. 
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